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DEVELOPMENT OF A NOVEL ANTIBODY SELECTION 
PLATFORM BASED ON T CELL ACTIVATION. IN VITRO  AND 
IN VIVO  SELECTION STRATEGIES. 
 
In this work, we describe the design and testing of a mammalian cell surface 
display platform in T lymphocytes. The display of antibodies on the surface of T 
lymphocytes, as a part of a chimeric antigen receptor (CAR) mediating signaling, may 
ideally link the antigen-antibody interaction to a demonstrable change in T cell 
phenotype, due to subsequent expression of the early T cell activation marker CD69. In 
this proof-of-concept, an in vitro selection was carried out using a human T cell line 
lentiviral-transduced to express a tumor-specific CAR on the surface. Based on an 
effective interaction between the CAR and the tumor-associated antigen, we demonstrated 
that combining CAR-mediated activation with FACS sorting of CD69+EGFP+ T cells, it 
is possible to isolate binders to tumor specific cell surface antigen.  
The display of a scFv antibody repertoire on the T cell surface in a CAR context 
allowed us to select tumor-specific antibodies in vitro. This lymphocyte display platform 
might allow us to perform effective selection of antibodies in vivo as consequence of the 
process of lymphocyte extravasation, mediated by cellular adhesion molecules, and as a 
consequence of the process of T cell activation mediated by the CAR.  
An animal model of human tumor angiogenesis was generated to both the study 
of molecular aspects in the angiogenic process and the evaluation of potential new 
antiangiogenic agents. Furthermore, we believe that the model can be useful to select 
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ADN Ácido desoxirribonucleico 
 
ADNc ADN complementario 
 
ARN Ácido ribonucleico 
 
ARNm ARN mensajero 
 
AICD  Muerte celular inducida por activación, del inglés activation-induced cell 
death 
 
Ac   Anticuerpo 
 
AcHz   Anticuerpo Humanizado 
 
AcMo   Anticuerpo Monoclonal 
 
AcQ   Anticuerpo Quimérico 
 
AcR   Anticuerpo Recombinante 
 
ADCC  Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, del inglés antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity 
 
Ag  Antígeno 
 
BCR   Receptor de antígeno de células B, del inglés B cell receptor 
 
BLI   Bioluminiscencia 
 
BSA   Seroalbúmina bovina 
 
CAR  Receptor de antígeno quimérico, del inglés Chimeric Antigen Receptors 
 
CDC  Citotoxicidad mediada por Complemento del inglés complement-
dependent cytotoxicity 
 
CDRs  Regiones determinantes de complementariedad o regiones hipervariables, 
del inglés complementarity determining regions 
 
CEA   Antígeno carcinoembrionario, del inglés carcinoembryonic antigen 
 
CH   Dominio constante de la cadena pesada  
 
CL   Dominio constante de la cadena ligera  
 




Dab   Anticuerpo monodominio 
 
EC   Célula endotelial, del inglés Endothelial cells  
 
ELISA  Ensayo inmunoenzimático en fase sólida, del inglés Enzime Linked 
Immunosorbent Assay 
 
EGFP  Proteína verde fluorescente, del inglés Enhanced Green Fluorescent 
Protein 
 
Fab  Fracción de la inmunoglobulina que contiene la cadena ligera y los 
dominios VH y CH1 de la cadena pesada. Es la responsable de la unión al 
antígeno (antigen binding)  
 
Fc Fracción cristalizable. Porción de la inmunoglobulina formada por las 
cadenas pesadas (salvo el dominio CH1) de la que dependen sus funciones 
efectoras 
 
FcR  Receptor para la porción Fc 
 
FITC   Fluoresceína 
 
FR   Regiones marco o entramado, del inglés Framework Regions  
 
HAC  Cromosoma artificial humano, del inglés Human artificial chromosome 
 
HACA  Respuestas inmunes dirigidas frente a los AcQs del inglés Human Anti-
Chimeric Antibodies 
 
HAHA  Respuestas inmunes dirigidas frente a los AcHzs, del inglés Human Anti-
Humanized Antibodies 
 
HAMA  Respuestas inmunes dirigidas frente a las inmunoglobulina murinas, del 
inglés Human Anti-Mouse antibodies 
 
HAT  Hipoxantina, aminopterina y timidina 
 
hFGF  Factor de crecimiento de fibroblastos humano, del inglés Human 
Fibroblasts Growth Factor 
 
 
HGPRT  Hipoxantina guanina fosforribosil transferasa 
 
HRP   Peroxidasa de rábano, del inglés Horseradish Peroxidase 
 
i.c.  Intracardiaca  
 
IFD   Inmunofluorescencia directa 
 
IFI   Inmunofluorescencia indirecta 
 33 
 
Ig   Inmunoglobulina 
 
IL   Interleuquina 
 
IMAC  Columna de afinidad de iones metálicos inmovilizados, del inglés 
Immobilised Metal Affinity Chromatography 
 
i.p.   Intraperitoneal 
 
IPTG   Isopropil-!-D-tiogalactósido 
 
i.t.   Intratumoral 
 
i.v.   Intravenosa 
 
LPD   Leche en polvo desnatada 
 
MDI  Multiplicidad de infección 
 
MFI  Intensidad media de fluorescencia, del inglés Mean Fluorescence Intensity 
 
MHC Complejo principal de histocompatibilidad, del inglés Major 
Histocompatibility Complex 
 
MSC   Células madre mesenquimales, del inglés Mesenquimal Stem Cells  
 
NIP   4-hidroxi, 3-nitro, 5-iodofenilacetil 
 
OPD  dihidrocloruro de O-fenilenediamina, del inglés o-Phenylenediamine 
dihydrochloride   
 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa, del inglés Polymerase Chain 
Reaction.  
 
PE   Ficoeritrina 
 
PEG   Polietilenglicol 
 
PP   Partículas físicas 
 
SALT   Selección de anticuerpos en linfocitos T 
 
s.c.   Subcutáneo 
 
scFv  Fragmento variable de cadena única, del inglés Single Chain Fragment 
Variable  
 
SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio 
 
 34 
TAA   Antígeno asociado a tumor, del inglés Tumor-Associated Antigen 
 
TCR   Receptor de antígeno de células T, del inglés T Cell Receptor 
 
TIL  Linfocitos T infiltrantes del tumor, del inglés Tumor-Infiltrating 
Lymphocytes 
 
TK   Timidina quinasa, del inglés Thymidine kinase 
 
TPPF  Tecnología de Presentación de Péptidos y proteínas en la superficie de 
Fagos Filamentosos 
 
TSA   Antígeno específico de tumor, del inglés Tumor-Specific Antigen 
 
VEGF   Factor de crecimiento del endotelial vascular, del inglés Vascular 
Endothelial Growth Factor 
 
VH  Región variable de la cadena pesada de la inmunoglobulina, del inglés 
Variable Heavy 
 
VL  Región variable de la cadena ligera de la inmunoglobulina, del inglés 
Variable Light 
 








1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS ANTICUERPOS 
1.1 Estructura y función 
El sistema inmune permite al huésped disponer de células y moléculas 
extraordinariamente específicas para las múltiples sustancias patógenas o antígenos (Ag) 
presentes en el medio ambiente. Todos los componentes del sistema inmunitario actúan 
de forma coordinada para combatir los “desafíos antigénicos”, desarrollando respuestas 
frente a ellos. Los anticuerpos (Acs) o inmunoglobulinas (Igs) son los efectores de la rama 
humoral del sistema inmune adaptativo. Los Acs pueden encontrarse de forma soluble, 
como moléculas circulantes secretadas por las células plasmáticas procedentes de la 
activación, proliferación y diferenciación de los linfocitos B (Fagraeus, 1948). Pero 
también pueden estar presentes en la membrana de las células B, funcionando como la 
parte específica del denominado complejo receptor de Ag de las células B (BCR, del 
inglés B Cell Receptor). 
 
 
Los Acs poseen una estructura básica simétrica (Figura 1), con un peso molecular 
aproximado de 150 kDa. Cada molécula está compuesta por dos cadenas polipeptídicas 
pesadas (cadenas H, del inglés heavy) idénticas, de peso molecular entre 55 y 70 kDa, 
unidas entre sí por puentes disulfuro, y dos cadenas ligeras (cadenas L, del inglés light), de 
25 kDa, igualmente idénticas entre sí, que se unen individualmente a cada una de las 
cadenas H mediante interacciones covalentes y no covalentes (Edelman, 1959). Tanto las 
cadenas H como las cadenas L están formadas por dominios estructurales de 
aproximadamente 110 aminoácidos, conocidos como “plegamientos o dominios de Ig”. 
Cada uno de estos dominios Ig presenta un puente disulfuro intracatenario esencial para 
Figura 1. Estructura de una molécula 
de IgG humana.  Una IgG está formada 
por dos cadenas pesadas (H) unidas por 
puentes disulfuro y dos cadenas ligeras 
(L) unidas a las cadenas H por uniones 
covalentes y no covalentes. Contiene dos 
zonas variables (cada una compuesta por 
una región VH y una VL), que confieren 
la especificidad de unión. El fragmento 
Fc es la región efectora de la IgG 
encargada de activar el complemento y de 
unirse a diferentes tipos celulares. 
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el plegamiento y la funcionalidad de la molécula. Existen 2 tipos de cadenas L: kappa (") 
y lambda (#); y cinco tipos de cadenas H: mu (µ), delta ($), gamma (%), alfa (&) y epsilon 
('). Su combinación da lugar a las cinco clases de Igs existentes: IgM, IgD, IgG, IgA y IgE, 
respectivamente. Las cadenas H y L se componen de regiones aminoterminales variables 
(V) y de regiones carboxiterminales constantes (C). Cada cadena H está formada por un 
dominio variable amino terminal (VH) y tres (o cuatro en el caso de las IgM e IgE) 
dominios constantes (CH1, CH2, CH3 y CH4). Por su parte, cada cadena L está formada por 
dos dominios, uno variable amino terminal (VL) y otro constante (CL) (Figura 1). 
Dentro de cada molécula de Ac podemos diferenciar el fragmento Fab (del inglés 
Fragment Antigen-binding, Fragmento de unión al Ag) compuesto a su vez por la cadena 
L unida a los dominios VH y CH1 de la cadena H; el fragmento Fc (del inglés crystallizable 
Fragment, Fragmento cristalizable) formado por la asociación de los otros dominios CH de 
ambas cadenas H; y una segmento polipeptídico flexible (región bisagra) que une los 
fragmentos anteriores y confiere a la molécula una forma similar a una “Y” (Fagraeus, 
1948; Porter, 1959; Edelman, 1991) (Figura 1). Los puentes disulfuro que unen ambas 
cadenas H se forman a nivel de la región bisagra, confiriéndoles gran flexibilidad y 
permitiendo la unión a diferentes estructuras antigénicas. El fragmento Fc es responsable 
de las funciones efectoras: interacción con factores del complemento (CDC, del inglés 
complement-dependent cytotoxicity), opsonización, citotoxicidad celular dependiente de 
Ac (ADCC, del inglés antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), etc., además del 
anclaje de la molécula de Ig en la membrana celular a través de los receptores para la 
porción Fc de la Ig (Fc%R, Fc'R, Fc&R) (Kim et al, 2005). Dentro del fragmento Fab se 
encuentra la región de unión Ag (Fragmento Fv) formada por las regiones V de las 
cadenas H y L. Cada molécula de Ac es bivalente y monoespecífica, tiene dos sitios de 
unión frente al mismo Ag. Estas regiones de unión al Ag presentan una gran variabilidad 
de secuencia y determinan su especificidad. El centro de unión al Ag está constituido por 
tres segmentos no colineales, pertenecientes al dominio VH, y tres al dominio VL, que se 
yuxtaponen para formar una superficie o cavidad (parátopo) donde se aloja la región del 
Ag reconocida por el Ac (epítopo). Estos seis segmentos se denominan regiones 
determinantes de complementariedad (CDRs, del inglés complementarity determining 
regions) o regiones hipervariables (Brekke & Sandlie, 2003). Las CDRs (CDR 1 a 3 de las 
cadenas H o L) se encuentran flanqueadas por 1-4 regiones marco (FR, del inglés 
Framework Regions) altamente conservadas.  
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Una de las características fundamentales del sistema inmune es su capacidad para 
generar millones de Acs diferentes que reconocen específicamente una amplia variedad 
de Ags, independientemente de su origen (Landsteiner, 1945). Esto es debido a la 
particular organización y reordenamiento de los genes de las Igs. Al contrario de lo que 
ocurre en cualquier otra proteína, donde normalmente un único gen controla la síntesis 
de una cadena peptídica, los genes de las regiones V de los Acs se ensamblan a partir de 
un numeroso grupo de genes más pequeños separados por ADN no codificante. La 
cadena H contiene 65 genes V (variables), 27 genes D (del inglés Diversity) y 6 genes J 
(del inglés functional joining). Las cadenas L también poseen múltiples genes V y J, pero 
no D. Estos genes, expresados únicamente en los linfocitos B, sufren un proceso de 
reordenamiento somático al azar durante la maduración de los linfocitos B, que es 
responsable de la generación de diversidad que permite obtener un amplio repertorio de 
Acs (repertorio primario) estimado en más de 107 especificidades de unión diferentes, 
que generalmente muestran afinidades bajas. La afinidad de la interacción Ag-Ac se 
incrementa a lo largo de la evolución de la respuesta inmunitaria, a través un proceso 
conocido como “maduración de afinidad”. Esta maduración es el resultado de un 
proceso de hipermutación somática de los segmentos V reordenados y de la posterior 
selección por el Ag de aquellos mutantes con mayor afinidad (Yélamos, 2004; Hozumi & 
Tonegawa, 2004). 
 
2. ANTICUERPOS MONOCLONALES 
2.1. Generación de anticuerpos monoclonales in vivo  
Debido a que los Acs se han convertido en una herramienta fundamental en la 
investigación, tanto básica como aplicada, así como en los campos diagnóstico y 
terapéutico, durante décadas los investigadores han intentado recrear los mecanismos de 
generación de diversidad y de selección (Rojas et al 2004). Hasta el desarrollo de los Acs 
monoclonales (AcMos), el uso de los Acs con fines diagnósticos y/o terapéuticos se 
centraba únicamente en la utilización de antisueros. Estos antisueros se obtienen a partir 
de diferentes especies animales tras la inmunización repetida con el Ag de interés. Los 
antisueros contienen una mezcla de Acs procedentes de la activación de distintos clones 
de linfocitos B, por lo que también se denominan “Acs policlonales Estos “Acs 
policlonales” reconocen el Ag, con distinta especificidad y afinidad, por  lo que son 
difícilmente reproducibles (Magadán & González-Fernández, 2004). 
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Figura 2: Esquema para la obtención de anticuerpos monoclonales por la tecnología del 
hibridoma.  
 
El desarrollo de la tecnología del hibridoma para la producción de AcMos en el año 
1975 por George Köhler y César  Milstein (Köhler & Milstein, 1975) supuso una 
verdadera revolución en todos los campos de la biomedicina. El procedimiento clásico 
para la generación de AcMos (Figura 2) se inicia con la inmunización de un animal con el 
Ag o la mezcla antigénica de interés. Tras la inmunización se obtienen los linfocitos B 
activados, generalmente del bazo del animal, y se fusionan, mediante el uso de agentes 
como el polietilenglicol (PEG), con una célula de mieloma (que aporta al hibridoma la 
capacidad de dividirse indefinidamente) deficiente en alguna de las enzimas necesarias 
para la síntesis de nucleótidos por la vía de rescate, bien la timidín quinasa (TK) o bien la 
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT). Tras la selección de hibridomas 
con medio HAT (hipoxantina, aminopterina y timidina), que permite únicamente la 
supervivencia de células híbridas, se realiza el análisis (screening) de los sobrenadantes de 
cultivo mediante ensayos inmunoenzimáticos en fase sólida (ELISA), citometría o 
transferencia Western, y se seleccionan aquel o aquellos hibridomas que expresan el 
AcMo deseado (Figura 2). La clonación de los hibridomas de interés (mediante dilución 
límite o en agar) permite individualizar una célula híbrida única que se expandirá y 
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conservará. De esta forma se pueden obtener Acs producidos por un clon celular 
(monoclonales) que derivan de un único linfocito B. Estos AcMos son por tanto 
homogéneos, específicos de epítopos individuales y se pueden producir en grandes 
cantidades. Sin embargo, su uso clínico presenta importantes limitaciones derivadas de su 
origen no humano: corta vida media sérica, ineficiente reclutamiento de funciones 
efectoras y problemas inmunológicos derivados de respuestas inmunes dirigidas frente a 
las IgGs murinas (HAMA, del inglés Human Anti-mouse Antibodies), provocando en 
unos casos la pérdida de eficacia, y en otros una reacción inmune generalizada 
potencialmente grave (Klee, 2000; Rojas et al 2004). Con el fin de salvar estos obstáculos 
y obtener AcMos humanos se han empleado diferentes estrategias. Una primera 
aproximación fue la utilización de linfocitos B humanos de sangre periférica para la 
obtención de hibridomas, pero la especificidad no se podía predefinir, ya que éticamente 
no es admisible el empleo de protocolos de inmunización en personas sanas (Rojas et al 
2004). Además los híbridos entre células humanas y murinas son funcional y 
genéticamente inestables y tienen tendencia a perder selectivamente los cromosomas 
humanos cuando se mantienen en cultivo durante periodos prolongados (Rojas et al 
2004).  
La generación de líneas de ratones transgénicos con sistemas inmunes 
“humanizados”, representa un hito importante. Los transgenes que portan estos ratones 
presentan gran parte del repertorio de los genes V humanos en línea germinal, lo que 
permite el desarrollo de una población de linfocitos B y la formación de un amplio y 
diverso repertorio primario de Acs humanos. Estos ratones son capaces de generar Acs 
humanos de afinidad intermedia/alta, ya que pueden introducir mutaciones en los genes 
de las Ig humanas por el mecanismo de hipermutación somática en sus linfocitos B 
maduros. La introducción de loci, de las Igs humanas, para la generación de diversas 
cepas de ratones productores de Acs humanos, se ha llevado a cabo usando distintos 
vectores como los miniloci, los cromosomas artificiales de levaduras (YACs) y humanos 
(HACs) y los vectores P1 (Brüggemann & Neuberger, 1996). Estos ratones transgénicos 
se cruzan posteriormente con ratones a los que se les han eliminado genes de Igs 
endógenas para, finalmente, conseguir un ratón que sólo sea capaz de producir Igs 
humanas. Los animales son inmunizados y sus bazos se utilizan para la obtención de 
hibridomas mediante el protocolo convencional. 
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3. INGENIERÍA DE ANTICUERPOS: ANTICUERPOS 
MONOCLONALES DE SEGUNDA GENERACIÓN 
El desarrollo de las técnicas de ingeniería genética, ha permitido generar una gran 
variedad de moléculas con nuevas  propiedades estructurales y funcionales. Surgieron así 
los AcMos de segunda generación: anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, 
anticuerpos recombinantes, y fragmentos de anticuerpos. 
 
3.1 Anticuerpos monoclonales quiméricos 
Los Acs quiméricos (AcQ), desarrollados con la finalidad de disminuir la 
inmunogeneicidad de los AcMos murinos,  son moléculas artificiales compuestas por 
regiones variables provenientes de Igs murinas y regiones constantes de Igs humanas 
(Figura 3). Su construcción implica el aislamiento de los genes de las regiones VH y VL de 
un AcMo a partir del hibridoma de interés, y su clonaje en vectores de expresión que 
contienen la secuencia de los genes CH o CL humanos (Boulianne et al, 1984; Gorman & 
Clark, 1990; Hoogenboom et al, 1992; Morrison et al, 1984). Se han generado una gran 
variedad de AcQs, algunos de los cuales han sido aprobados para uso terapéutico 
(Alvarez-Vallina, L. 2004). El listado de todos los AcMos aprobados se puede consultar 
en organismos oficiales internacionales como la Agencia Europea del Medicamento 
(EMA, www.ema.europa.eu) o la FDA (US Foods and Drugs Administration, 
www.fda.gov). Sin embargo, Algunos AcQs son capaces de inducir respuestas inmunes 
(HACA, del inglés Human Anti-Chimeric Antibodies). Esta inmunogenicidad es debida 
al reconocimiento de epítopos situados en los dominios V murinos. Para reducir la 
inmunogenicidad de los AcMos terapéuticos, se desarrollaron las moléculas 
“humanizadas” o human-like (Güssow & Seemann, 1991; Jones et al, 1986; Riechmann et 
al, 1988). 
 
3.2 Anticuerpos monoclonales humanizados 
 Para reducir la inmunogenicidad de los AcMos terapéuticos, se desarrollaron las 
moléculas “humanizadas” o human-like (Güssow & Seemann, 1991; Jones et al, 1986; 
Riechmann et al, 1988). Un AcMo humanizado (AcHz) es una molécula completamente 
humana a excepción de las CDRs, que son de origen murino (Figura 3). Para generar un 
AcHz, la secuencia codificante de las CDRs de un AcMo de interés se clonan entre las 
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FRs de un dominio V humano en un proceso denominado CDR grafting. La principal 
ventaja de los AcHzs es que los epítopos potencialmente inmunogénicos asociados a las 
regiones FRs murinas están ausentes (Kim et al, 2005). Las desventajas de este proceso 
son por un lado su complejidad y, por otro, que no siempre se elimina la 
inmunogenicidad del AcHz, pues se han observado casos de respuestas inmunes dirigidas 
frente a los AcHzs (HAHA, del inglés Human Anti-Humanized Antibodies) (Tan et al, 
2002). Además, la manipulación e inserción de CDRs murinas en un contexto de FRs 
humanas condiciona una disminución de la afinidad de la interacción Ag-Ac (Winter & 
Harris, 1993). Para solventar estos problemas, se han desarrollado diversas estrategias 
destacando  la sustitución selectiva de los dominios más expuestos de las CDRs murinas 
en lugar de la secuencia completa de las CDRs, la sustitución selectiva de determinados 
resiuduos de las CDRs murinas, y la superhumanización, que consiste en la búsqueda de 
genes V humanos con el mismo tipo de estructuras canónicas que las del AcMo murino 
de interés, utilizando aquellos que posean mayor homología de secuencia, a los que se les 








3.3. Fragmentos de anticuerpos 
Antes del desarrollo de las técnicas de ingeniería genética la única posibilidad de 
obtener fragmentos de Ac (Figura 1) con capacidad de unión al Ag era mediante la acción 
Figura 3:  
Diagramas esquemáticos 
de diversos tipos de 
AcMos:  
murinos, humanos, 
quiméricos y humanizados. 
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de enzimas proteolíticos que permitían generar los fragmentos Fab y F(ab´)2 (que incluye 
el fragmento Fab y la región bisagra) o el fragmento Fv, que por su pequeño tamaño (25 
kD) es un vehículo ideal para numerosas aplicaciones diagnósticas y terapéuticas. Sin 
embargo, las interacciones débiles que unen las regiones V los hacen muy inestables a 
temperaturas fisiológicas. Para mejorar la estabilidad y preservar la conformación de este 
tipo de fragmentos recombinantes se han desarrollado diferentes estrategias entre las que 
destacan la introducción de puentes disulfuro adicionales y la adicción de segmentos 
peptídicos flexibles que conectan los genes de las regiones V de la misma cadena o de 
cadenas distintas (Rojas et al, 2004). En la década de los 80 del pasado siglo se publicaron 
varios trabajos (Rojas et al, 2004) en los cuales se demostró la producción en Escherichia 
coli de una versión recombinante de un fragmento Fv, en la que los dominios VH y VL 
estaban unidos físicamente por un espaciador peptídico flexible (linker) de 15-20 
aminoácidos. Este linker permitía el apareamiento intramolecular de ambos dominios 
para formar un sitio de unión al antígeno (Fv) funcional. Estas construcciones  se 
denominaron fragmentos variables de cadena única o scFv (del inglés single chain Fv). 
Los scFv, además de ser expresados en bacterias, también han sido expresados en otros 
hospedadores como en la levadura Pichia pastoris, en células de insecto y en células de 
mamífero. El scFv es el formato preferido para producir fragmentos recombinantes de 
Ac, para generar proteínas de fusión y para la construcción de repertorios de Acs. Sin 
embargo, desde el descubrimiento de un tipo de Acs de camello, constituidos por 
dímeros de cadena H y desprovistos de cadena L, la utilización de Acs monodominio, 
compuestos únicamente por la región VH, y que presentan diversas ventajas frente a los 
scFvs en determinados contextos, debido a su menor tamaño, ha experimentado un gran 
desarrollo. 
Uno de los principales objetivos en el campo de la investigación con Acs 
recombinantes (AcRs), es la obtención de nuevos formatos con vida media más larga que 
los pequeños fragmentos de Acs, pero sin que su tamaño sea demasiado grande, para 
limitar su accesibilidad a los tejidos de interés. En la búsqueda de este “equilibrio entre 
accesibilidad y vida media”, se han generado numerosos formatos de Ac (Figura 4), que 
tiene un tamaño molecular por encima del límite de filtración glomerular (60 kDa), y una 
vida media lo suficientemente larga como para que lleven a cabo su acción. Para 
aumentar la vida media de los AcRs se han propuesto diferentes estrategias, siendo la más 
obvia la multimerización. Otra estrategia consiste en la producción de AcRs biespecíficos 
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que reconocen simultáneamente su Ag diana y las Igs séricas, con lo que no sólo 
recuperan las funciones efectoras ligadas a la región Fc, sino que también prolongan su 
vida media (Figura 4) (Müller et al, 2007). 
 
 
Figura 4: Clasificación, según peso molecular (kDa) y valencia, de los principales fragmentos 
recombinantes derivados de Acs. Aparecen únicamente aquellos Acs que han sido utilizados en 
ensayos de imagen molecular o de los que se han descrito características funcionales y/o estructurales 
que demuestran su multivalencia. Modificado de Cuesta et al, 2010. 
!
4. TECNOLOGÍAS DE SELECCIÓN DE ANTICUERPOS A 
PARTIR DE REPERTORIOS O GENOTECAS DE 
ANTICUERPOS RECOMBINANTES 
4.1 Plataformas virales 
4.1.1. Plataformas basadas en bacteriófagos 
Debido al enorme potencial de los Acs, durante las últimas décadas se ha intentado 
desarrollar nuevas estrategias alternativas para la construcción de moléculas con 
capacidad de unión al Ag similares a las Igs. Una de las primeras aproximaciones, 
desarrollada en 1989 consistió en el clonaje, a partir de linfocitos B de ratones 
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inmunizados con un Ag, de los genes de los Acs en un vector de expresión procariota, 
para la expresión en bacterias de cadenas VH, cadenas VL o fragmentos Fab (Orlandi et 
al, 1989; Ward et al, 1989; Huse et al, 1989). Así se conseguía la obtención de repertorios 
o genotecas de Acs para la selección de clones de interés. La primera plataforma para la 
exposición de repertorios genéticos que se desarrolló y que aún hoy sigue siendo la 
metodología predominante por su simplicidad y versatilidad, es la tecnología de 
presentación (TP) de péptidos y proteínas en la superficie de fagos (bacteriófagos) 
filamentosos (TPPF; en inglés Phage Display Technology) (Hoogenboom, 2005). Los 
fagos filamentosos son bacteriófagos atemperados del género Inovirus, que tienen como 
características principales las de presentar un ADN monocadena e infectar bacterias 
Gram-negativas de forma lisogénica, lo que permite la generación de múltiples copias de 
partículas víricas sin que esto suponga la lisis de la bacteria infectada (Winter et al, 1994). 
Los fagos tienen una morfología cilíndrica de 900 nm de largo por 6 nm de diámetro y 
están constituidos por una envoltura proteica en cuyo interior se encuentra una molécula 
de ADN circular de cadena única de 6,4 kilobases. La cápside está constituida, 
mayoritariamente, por la proteína VIII (2.700 copias/fago) y por las proteínas III, VI, VII 
y IX como proteínas minoritarias (Figura 5A) (Specthrie et al, 1992). En la década de los 
ochenta del pasado siglo, George Smith (Smith, 1985) demostró que el genoma del 
bacteriófago podía ser manipulado con facilidad para obtener partículas virales con 
péptidos fusionados a las proteínas de la envoltura y que estos péptidos podían ser 
reconocidos mediante Acs específicos. Esta observación es el origen de la TPPF, que se 
basa en la fusión de colecciones de genes a aquellos genes que codifican alguna de las 
proteínas de la envoltura del fago. Como resultado se producen bacteriófagos, cada uno 
de los cuales presenta (expone) un único tipo de proteína en su superficie. Esta 
asociación física entre fenotipo y genotipo es la característica fundamental de la TPPF 
(Rojas et al 2004). En la tecnología TPPF los fragmentos de Ac se expresan en la 
superficie del fago filamentoso gracias a la fusión de la secuencia codificante de los 
mismos con la de una de las proteínas de la superficie del fago, la proteína pIII o la 
proteína VIII (Hoogenboom, 2005). En ambos casos, la inserción de la secuencia se 
realiza en el extremo aminoterminal. La presentación en el contexto de la proteína VIII 
es multivalente, explota el fenómeno de la avidez y permite “capturar” aquellos fagos que 
forman uniones débiles con el ligando. Por el contrario, las bibliotecas de presentación 
monovalentes emplean la proteína III (3-5 copias/bacteriófago) y se usan en situaciones 
donde se precisan interacciones de mayor afinidad. Para la construcción de genotecas se 
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han desarrollado dos tipos fundamentales de vectores: el sistema de un solo gen (1 
vector/fago), que permite la producción de fagos que presentan la proteína de fusión en 
todas las copias de la proteína correspondiente de la cápside; y el sistema de dos genes, 
que permite la producción de fagos que contienen una mezcla de las proteínas naturales 
de la cápside, con un número limitado de copias con la secuencia fusionada. Este último 
sistema se basa en el uso de vectores plasmídicos llamados “fagómidos”, que contienen la 
región intergénica del fago filamentoso M13, el cual permite su empaquetamiento como 
ADN monocadena en el interior de los virus (Figura 5B).  
 
 
Figura 5: Esquema del proceso de selección de un repertorio de Acs presentado en la superficie 
de bacteriófagos (biopanning). (A) Representación esquemática de un bacteriófago filamentoso M13. 
En él se muestra la localización de las principales proteínas de la envoltura y el genoma, en forma de 
ADN monocadena, que puede contener las secuencias codificantes para las regiones variables (VH y VL) 
de un Ac. (B) Tipos de vectores basados en fagos. (C) Proceso de selección: en un primer paso, se 
seleccionan aquellos bacteriófagos que presentan en su superficie un Ac con capacidad de unión al Ag. 
Tras eliminar los clones inespecíficos, se eluyen los fagos unidos y se amplifican in vitro para realizar 
rondas de selección adicionales. 
 
Estos vectores son de menor tamaño que el genoma del fago, fáciles de manipular 
genéticamente y contienen únicamente el gen de la proteína de la cápside empleada en la 
fusión. En este sistema, la infección con un fago helper aporta los genes necesarios para la 
síntesis de todas las proteínas virales y la formación de bacteriófagos. La composición de 
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los fagos resultantes es mixta, pues combinan las proteínas naturales provenientes del fago 
helper con las proteínas de fusión codificadas en el fagómido (Rojas et al 2004).  
La generación del repertorio que exponen los fagos se ha basado en dos estrategias: 
a) la amplificación de repertorios endógenos/naturales de regiones V mediante PCR, en 
un principio de origen murino y más tarde de origen humano (Griffiths et al, 1994; 
DeHaard et al, 1999; Reiche et al, 2002; Smith et al, 2004); y b) el diseño y construcción 
de repertorios totalmente sintéticos sobre la base del conocimiento de la estructura y la 
diversidad de las Igs (Knappik et al, 2000; Pini et al, 1998; Söderlind et al, 2000). La 
probabilidad de encontrar Acs con capacidad de unión a dianas diferentes depende, en 
gran medida, del tamaño de la genoteca. Los genes de las regiones V obtenidas se clonan 
en vectores fagómidos y se emplean para transformar bacterias. El número de bacterias 
transformadas representa el tamaño de la genoteca y la diversidad. La selección de los 
bacteriófagos se puede realizar empleando Ags purificados (proteínas, hidratos de 
carbono o lípidos), mezclas antigénicas o incluso células,  mediante un procedimiento 
denominado biopanning (Figura 5C) que se basa en la afinidad entre las moléculas 
expuestas en la superficie del bacteriófago y el ligando deseado, generalmente unido a 
una fase sólida. A continuación, se realiza un proceso de lavado para eliminar los fagos 
no específicos y una elución de los fagos específicos unidos al ligando. Con los fagos 
eluidos se procede a la infección de bacterias para la obtención y expansión de colonias 
bacterianas, cada una de las cuales poseerá el genoma de un clon de Ac distinto, ya que la 
secuencia que codifica el péptido o Ac se encuentra en el genoma del bacteriófago y por 
tanto en la bacteria infectada (Rojas et al 2004). 
La caracterización de los clones seleccionados se realiza mediante ensayos de unión 
(ELISA, citometría, etc.), tanto en el “contexto” del fago, con el AcR expresado como 
proteína de fusión en su superficie, como AcR soluble. Posteriormente, se realiza la 
caracterización molecular de los clones seleccionados. Se amplifica mediante PCR la 
región de ADN correspondiente al AcR y se digiere con una enzima de restricción de 
corte frecuente, produciendo un patrón típico de digestión que se asemeja a la “huella 
dactilar” de cada AcR (fingerprinting). La caracterización molecular se completa mediante 





4.1.2. Plataformas basadas en virus de células eucariotas 
A pesar de que el uso de bacteriófagos para la exposición y selección de Acs ha sido 
y sigue siendo utilizado en infinidad de contextos con gran éxito, presenta limitaciones 
importantes: muchos Acs dejan de ser funcionales cuando se expresan en células 
eucariotas, debido a las diferencias en las modificaciones y plegamiento de las proteínas 
en ambos sistemas. Por ello, se desarrollarollaron tecnologías basadas en ambientes 
eucariotas. Una de ellas es la tecnología de presentación de Acs en la superficie de 
oncorretrovirus (TPPR; en inglés Retrovirus Display Technology) (Sanz et al, 2002; 
Urban et al, 2005; Buchholz et al, 1998; Khare et al, 2003; Russell et al, 1993)  o 
adenovirus (Wu et al, 2010). El empleo de estos virus presenta ventajas para la selección 
de Acs debido a que no es necesario eluir las partículas virales unidas al Ag de interés, ya 
que es posible añadir células susceptibles a la infección, para el rescate y amplificación de 
la partícula viral portadora del Ac de interés. 
 
4.2. Plataformas basadas en células microbianas  
Se han utilizado bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y 
Zymomonas mobilis para la exposición de Acs en la pared celular. Sin embargo, los 
dificultades derivadas de la producción de los Acs en sistemas heterólogos y problemas 
asociados a la accesibilidad del Ac al Ag en este sistema hacen que estas plataformas de 
presentación sean poco operativas para la selección de Acs. Por este motivo, esta 
tecnología se ha utilizado mayormente para la presentación de péptidos o enzimas. La 
presentación de Acs en la superficie de células eucariotas como la levadura 
Saccharomyces cerevisiae, ha permitido seleccionar Acs a partir de repertorios mediante 
citometría de flujo (CF) (Boder & Wittrup, 1997). Los Acs se fusionan al receptor de 
adhesión !-glutinina, localizado en la pared celular. El repertorio se expone al Ag, 
marcado con un fluorocromo, de forma que se pueden seleccionar las células con Acs 
específicos, mediante CF separadora (Hoogenboom et al, 1991). 
 
4.3. Plataformas basadas en células de mamífero 
Ante la necesidad de desarrollar TP de repertorios en contextos eucariotas, a través 
de las cuales la producción y procesamiento de los Acs ocurra en un ambiente más 
“fisiológico”, se han desarrollado diversas aproximaciones basadas en la exposición de 
Acs en la superficie de células de mamífero (Wolkowicz et al, 2005; Ho et al, 2006; 
 50 
Beerli et al, 2008; Taube et al, 2008), de forma que las células que expresan un Ac capaz 
de unirse a un Ag de interés, normalmente añadido en forma soluble y marcado con 
fluorocromos, son seleccionadas mediante CF. Sin embargo, estos métodos, al igual que 
la TPPF, son tecnologías de selección basadas únicamente en interacciones físicas, que 
requieren reiterar el proceso múltiples veces.   
 
4.4. Otras plataformas de selección 
Aparte de las tecnologías mencionadas, que requieren el uso de un “soporte celular”, 
ya sea procariótico o eucariótico, para la exposición de Acs, existen otras plataformas en 
las que la transcripción, traducción y selección se realiza in vitro en sistemas “libres de 
células”. Un ejemplo es el ribosome display (Hanes & Plückthun, 1997; Mattheakis et al, 
1994; Schaffitzel et al, 1999). En este sistema, un repertorio de Acs es transcrito y 
traducido in vitro. El ARNm carece de codón stop, produciéndose complejos ARNm-
ribosoma-Ac. Estos complejos, son utilizados para una selección in vitro, usualmente 
frente a un Ag inmovilizado.  El ARN de los complejos unidos a la diana se eluyen y 
purifican, para proceder a una retrotranscripción. El ADN obtenido puede ser utilizado 
para sucesivas rondas de selección. Se han desarrollado variantes de esta tecnología, en 
las que el ribosoma es eliminado durante selección, y el ARNm y la proteína traducida se 
mantienen unidas mediante un linker (Roberts & Szostak, 1997; Nemoto et al, 1997) . 
También se han desarrollado mecanismos de selección basados en complejos ADN-
anticuerpo (Odegrip et al, 2004; Reiersen et al, 2005). 
 
4.5. Selección in vivo  de anticuerpos 
La mayor parte de las plataformas descritas anteriormente se han utilizado para la 
selección in vitro de Acs, fundamentalmente frente a proteínas o péptidos purificados, ya 
sean inmovilizados en placa o en solución. Las plataformas basadas en virus en cambio, 
se han utilizado también para la selección de Acs frente a células y tejidos in vitro. Sin 
embargo, los virus administrados de forma sistémica tienen que sobrevivir a los 
mecanismos efectores del sistema inmune (Paillard, 1998), que originan la pérdida de 
gran parte del repertorio tras la administración por vía intravenosa. Además tienen que 
evitar la adhesión no específica a las paredes vasculares (Pizzato et al, 1999) y extravasar a 
los tejidos de interés, lo cual es un proceso bastante ineficiente para una partícula inerte 
como un virus (Zhang et al, 2006). En numerosas ocasiones, sobre todo en el caso de las 
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proteínas de la superficie celular, los Ags no presentan la misma conformación en forma 
soluble o adheridos a placa que cuando son expresadas en su contexto celular. Además 
en un contexto tumoral, donde las células están expuestas a múltiples influencias del 
microambiente, el perfil de expresión antigénico puede ser distinto al que presentaría la 
misma población in vitro. Esto explica que muchos Acs que han sido seleccionados in 
vitro podrían no ser eficaces in vivo. Por este motivo, es necesario diseñar nuevas 
plataformas de selección para la generación in vivo de Acs. Este es uno de los objetivos 
más difíciles en el campo de la selección de Acs con finalidad diagnóstica y terapéutica. 
 
5. INMUNOTERAPIA ANTITUMORAL DE BASE CELULAR 
5.1 Reconocimiento y activación del linfocito T por el 
antígeno 
El reconocimiento del Ag por parte de las células T es el estímulo para el inicio de su 
activación y de varias respuestas funcionales, incluyendo la secreción de citoquinas, la 
proliferación y la puesta en marcha de funciones reguladoras y efectoras citolíticas 
(Altman et al, 1990). Las células T no son capaces de reconocer el Ag en su forma nativa, 
sino que reconocen un complejo bimolecular formado por fragmentos peptídicos 
asociados al complejo principal de histocompatibilidad (MHC) expresado en la superficie 
de otras células, denominadas en este contexto células presentadoras de antígeno (APC, 
del inglés Antigen presentation cells) (Schwartz, 1985; Brown et al, 1988). Las moléculas 
del MHC son glicoproteínas integrales de membrana, altamente polimórficas constituidas 
por la asociación no covalente de dos cadenas polipeptídicas y están involucradas en el 
tráfico intracelular y transporte hacia la superficie celular de péptidos derivados del 
catabolismo proteico (Braciale et al, 1987; Burgdorf & Kurts, 2008). La región MHC está 
dividida en 3 subgrupos de genes: MHC de clase I, MHC de clase II y MHC de clase III.  
Los péptidos derivados de proteínas endógenas (ya sean propias o proteínas virales de 
células infectadas se asocian con moléculas de clase I, mientras que los péptidos 
derivados de proteínas exógenas que han sido endocitadas y degradadas en el 
compartimento lisosomal, se asocian a MHC-II (Monaco, 1992; Neefjes & Ploegh, 1992; 
Burgdorf & Kurts, 2008). Por tanto, el origen del Ag y la vía de contacto con el, 
evolutivamente ha derivado en una localización diferenciada de las moléculas de MHC: 
Mientras que las moléculas de MHC-I se expresan en prácticamente todas las células 
nucleadas del organismo, a excepción del endotelio, trofoblasto y neuronas del sistema 
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nervioso central, las de MHC-II se expresan únicamente en macrófagos, células 
dendríticas y linfocitos B (Neefjes & Ploegh, 1992; Yewdell & Bennink, 1992; Burgdorf & 
Kurts, 2008). A su vez, las vías de respuesta del sistema inmune que se van a poner en 
marcha van a ser distintas en función del origen del Ag, ya que el MHC-I es reconocido 
únicamente por el TCR de las células T citotóxicas o T CD8+ (Norment et al, 1988), que 
median la lisis de células que exponen antígenos extraños en su MHC-I, mientras que el 
MHC-II es reconocido por el TCR de las células T colaboradoras o T CD4+ (Doyle & 
Strominger, 1987), que estimulan la producción de Acs por parte de las células B y la 
acción microbicida de los macrófagos. 
El TCR por su parte es un heterodímero en el que las dos cadenas polipeptídicas, 
unidas por puentes disulfuro, son clonalmente variables (tienen regiones hipervariables 
generadas por procesos similares a los que se dan en la generación de la diversidad de los 
Acs) y están relacionadas con las cadenas polipeptídicas de las Igs (van der Merwe & 
Dushek, 2011). Existen cuatro familias de genes que codifican estas cadenas: !, ", # y $, 
pero cada linfocito T utiliza solamente uno de los dos heterodímeros posibles, que son 
!/", ó #/$. El primero está presente en la mayor parte de las células T de sangre 
periférica (Fathman & Frelinger, 1983), mientras que el segundo se expresa únicamente 
en un 2-5% de las células T de sangre periférica, si bien es el TCR predominante de las 
células T de otras localizaciones, como son el intestino y la piel (Brenner et al, 1986; 
Bank et al, 1986; Kabelitz et al, 2007). Ambos tipos de receptores, TCR!" y TCR#$ se 
asocian de manera no covalente en la superficie celular con un grupo de proteínas 
clonalmente invariables denominado colectivamente TCR/CD3. Este complejo está 
constituido por cuatro cadenas polipeptídicas, #, $, %, y &, involucradas en la inserción en 
la membrana del TCR y en la transmisión de la señal al interior celular tras el contacto 
del TCR con el complejo péptido antigénico-MHC. Todas las subunidades del complejo 
contienen motivos de inmunoreceptor basados en tirosina (ITAM, del inglés 
Immunoreceptor tyrosin-based activation motifs) en sus dominios citoplasmáticos. La 
unión del TCR al ligando origina cambios bioquímicos en las porciones citoplasmáticas 
de los componentes del complejo TCR/CD3, que incluyen la fosforilación de los ITAMs, 
y cambios conformacionales. Todos estos cambios en su conjunto son denominados 
TCR triggering e incluyen una gran variedad de procesos que acaban por dar lugar a 
diversas respuestas funcionales de la célula T (van der Merwe & Dushek, 2011). El 
resultado es la expansión clonal, que genera la suficiente cantidad de células T específicas 
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para hacer frente al Ag extraño; y la diferenciación celular, que transforma a las células T 
en células efectoras activadas, proceso que conlleva cambios en el control transcripcional 
de los genes que codifican moléculas efectoras liberadas por la célula T, así como el 
control de la expresión de moléculas de superficie de la célula T que participarán a 
diversos niveles  en la respuesta efectora. Entre estas se encuentran las moléculas de 
respuesta temprana, como el CD69 (Sancho et al, 2005) y las moléculas de respuesta 
tardía, como el CD25 o el CD134 (OX40). Tras la fase de diferenciación celular o 
activación llega la fase efectora, en la cual se iniciarán procesos como la estimulación de la 
célula B, activación de macrófagos, estimulación de la inflamación y colaboración para la 
diferenciación de los linfocitos T citolíticos. 
Además del complejo TCR/CD3, las células T expresan otras proteínas integrales de 
membrana que desempeñan papeles importantes en el reconocimiento del Ag. A este 
conjunto de moléculas se las denomina proteínas accesorias y se unen a otras moléculas 
(ligandos) presentes en la superficie de las APC, células diana o endotelio vascular, o a 
moléculas de la matriz extracelular. La unión de estas moléculas a sus ligandos produce 
un aumento en la adhesión de la célula T a la APC o a la célula diana, así como la 
activación de señales bioquímicas necesarias para la regulación de las respuestas 
funcionales, proliferación y supervivencia celular. Algunos ejemplos de estas moléculas 
son CD28, CD152 (CTLA-4), CD137, CD80 (B7.1), CD86 (B7.2) CD4, CD8, CD45R, 
ligando de CD40 (CD154), ligando de Fas (CD95L) y muchas otras (Greenfield et al, 
1998). 
Una de las propiedades fundamentales del sistema inmune es la capacidad para 
reconocer y responder frente a Ags extraños, pero no frente a Ags propios. Esto se 
consigue mediante los procesos de tolerancia central (desarrollados en los órganos 
linfoides generadores) y de tolerancia periférica (en otros tejidos del organismo). 
Mediante estos procesos, los clones que reconocen Ags propios, llamados autorreactivos, 
son eliminados mediante procesos de anergia clonal o selección negativa, fenómenos de 
supresión mediante células T reguladoras y muerte celular inducida por activación 
(AICD, del inglés activation-induced cell death), proceso por el que las células T 
estimuladas repetidamente entran en apoptosis. Con dichos procesos, el sistema inmune 
elimina los clones autorreactivos, evitando respuestas inmunes frente a Ags propios 




5.2 Estrategias basadas en receptores TCR!"  y TCR#$:  
transferencia adoptiva de linfocitos infiltrantes del 
tumor. 
Durante las últimas décadas la inmunoterapia antitumoral, que incluye 
aproximaciones activas y pasivas tales como la vacunación con Ags tumorales,el  
tratamiento con AcMos que reconocen Ags asociados a tumor (TAA, del inglés tumor-
associated antigens), y la transferencia adoptiva de linfocitos T infiltrantes del tumor (TIL, 
del inglés tumor-infiltrating lymphocytes), han experimentado un gran desarrollo. Sin 
embargo, el impacto clínico de estas aproximaciónes ha sido muy reducido, lo cual se ha 
relacionado con la ausencia de células T con especificidad antitumoral (Rosenberg, 
2004). Además, los mecanismos reguladores del huésped y los mecanismos para la 
homeostasis inmune, limitan la eficacia clínica de las células T antitumorales 
administradas (Cartellieri et al, 2010). Debido a las enormes dificultades para generar 
cantidades suficientes de células T con especificidad antitumoral, se han desarrollado 
protocolos de modificación genética de células T con cadenas TCR!", y más 
recientemente un TCR#$ (Kabelitz et al, 2007); que reconocen un TAA o un  Ag 
específico de tumor (TSA, del inglés tumor-specific antigens).. Este tipo de terapias, ha 
demostrado su utilidad en diversos ensayos clínicos, principalmente en pacientes con 
melanoma (Morgan et al, 2006). Sin embargo, el uso de TCRs específicos presenta 
limitaciones importantes, debido principalmente al reducido número de Ags tumorales 
conocidos y a la dificultad para obtener células T que expresan TCRs con afinidad 
intermedio/alta. Como aproximación para resolver este problema, se han desarrollado 
estrategias de ingeniería genética que permiten la obtención de hibridomas T TCR-
negativos, que expresan cadenas TCR ! y " exógenas reordenadas al azar, permitiendo la 
formación de novo de TCRs capaces de reconocer cualquier Ag humano (Kessels et al, 
2000; Chervin et al, 2008). Sin embargo, el uso de TCRs Ag específicos presenta 
inconvenientes importantes, debido a que la activación de la célula T implica que un 
fragmento peptídico derivado del Ag, sean presentado en el contexto de un molécula 
MHC específica. La reducción o perdida de expresión de moléculas MHC, 
frecuentemente observada en muchos tipos tumorales (Reini! M, 2010), así como la 




5.3 Estrategias basadas en receptores quiméricos 
Para intentar solventar algunas de las desventajas de los sistemas convencionales de 
terapia adoptiva con células T, se desarrollaron los receptores de Ag quiméricos (CAR, 
del inglés Chimeric Antigen Receptors) (Gross et al, 1989; Sadelain et al, 2003). La 
“tecnología CAR” fue descrita por primera vez en 1989 (Gross et al, 1989)  y desde 
entonces se han realizado muchos esfuerzos para mejorar “sus prestaciones”. Los CARs, 
también denominados T-bodies, son proteínas de fusión formadas por un segmento de 
reconocimiento del Ag unido a las porciones transmembrana e intracelular de proteínas 
con capacidad de transducir la señal y activar a la célula T (Figura 6). 
 
Figura 6: Esquema de la estructura un receptor de Ag quimérico (CAR). Un CAR esta 
formado por un segmento de unión, normalmente un scFv, un segmento transmembrana y un 
segmento de señalización (p.ej. cadena & del complejo TCR/CD3). Los CARs de segunda 
generación incorporan en serie una moléculas co-estimuladoras como el CD28 o el CD137, 
mientras que los CARs de tercera generación incorporan al menos dos moléculas co-estimuladoras.  
 
La porción extracelular del CAR, que redirige a la célula efectora hacia el tumor, es 
normalmente un fragmento scFv. La capacidad de señalización intracelular la aporta, por 
lo general, la porción citoplasmática de una cadena del complejo TCR/CD3 del linfocito 
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T (%, # o &), aunque también se han empleado receptores FcR como dominio de 
transmisión de señales.  
Los CARs se expresan como receptores funcionales en la membrana de la célula T 
(T-bodies) y, tras su interacción con el antígeno, transducen señales de activación 
similares a las observadas tras la interacción fisiológica mediada por el complejo TCR-
CD3 (Alvarez-Vallina, 2001). Esta interacción Ag específica, independiente del MHC, 
dispara la secreción de citoquinas y puede mediar la citolisis de las células diana que 
expresan el antígeno reconocido por el CAR (Sanz et al, 2004). El hecho de que la 
activación sea independiente del MHC aporta una ventaja fundamental frente al uso de 
TCRs, ya que las células T son eficaces incluso en ausencia de expresión de MHC-I por 
parte de la célula tumoral. Otra ventaja relacionada con este aspecto, es que la activación 
mediada por el TCR!", al depender del MHC, excluye el diseño de un receptor 
“universal” para el tratamiento de pacientes con distintos haplotipos de MHC. Los CARs 
sin embargo, al igual que los AcMos, “universales” por definición.  
Las primeros ensayos clínicos con CARs de primera generación mostraron una 
limitada supervivencia de las células T CAR+ transferidas, y un escaso efecto terapéutico 
(Mitsuyasu et al, 2000; Walker et al, 2000; Kershaw et al, 2006; Park et al, 2007; Till et al, 
2008). Este efecto limitado se ha relacionado con la ausencia de señales co-estimuladoras, 
y la inducción de fenómenos de AICD por-activación (Alvarez-Vallina et al, 2000). Con el 
objetivo de mejorar la supervivencia y/o proliferación de las células T portadoras de un 
CAR tumor-específico e incrementar su eficacia, se empezaron a utilizar moléculas co-
estimuladoras incluyendo el CD28 (B7-1), CD134 (OX40) y CD137 (4-1BB). 
Inicialmente los segmentos derivados de moléculas coestimuladoras se emplearon en 
trans, mediante la cotransfección celular con dos CAR, uno basado en la cadena & y otro 
en CD28 (Alvarez-Vallina & Hawkins, 1996; Blanco et al, 2002), pero pronto surgieron 
los llamados CAR de segunda generación (Figura 6), en los que los segmentos derivados 
de moléculas co-estimuladoras CD28 (Finney et al, 1998; Maher et al, 2002; Kowolik et 
al, 2006; Vera et al, 2006), 4-1BB (Imai et al, 2004), o OX40 (Pulè et al, 2005)  se 
insertan en serie con la cadena &, y los CAR de tercera generación, con más de un 
segmento derivado de moléculas co-estimuladoras en serie con la cadena & (Pulè et al, 
2005; Milone et al, 2009; Finney et al, 2004)  (Figura 6). Las señales co-estimuladoras, 
favorecen la supervivencia y proliferación de las células T activadas a través del CAR, 
tanto in vivo como in vitro. Hasta la fecha se han utilizado múltiples formatos de CAR 
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(Sadelain et al, 2009; Jena et al, 2010; Berry et al, 2009; Ertl et al, 2011) en procesos 
malignos hematológicos (Hombach et al, 1999; Cooper et al, 2003; Jensen et al, 2003; 
Vera et al, 2006),  en tumores sólidos (Kershaw et al 2006; Lamers et al, 2006; Ahmed et 
al, 2007), e incluso en terapias antiangiogénicas (Chinnasamy et al, 2010).  En total han 
sido registrados por la Oficina de actividades Biotecnológicas del NIH (OBA, NIH 
Office of Biotechnology Activities), al menos 40 ensayos clínicos con “tecnología CAR”, y 
otros tantos están bajo revisión del comité asesor de ADN recombinante del NIH (RAC, 
NIH Recombinant DNA Advisory Committee) y al menos 120 pacientes han participado 
en estos ensayos (Ertl et al, 2011). Sin embargo, recientemente se ha documentado el 
fallecimiento de dos pacientes tratados con células T que expresaban CARs de tercera 
generación (Brentjens et al, 2010; Morgan et al, 2010). Estos fallecimientos se han 
relacionado con el gran potencial de activación de los CAR de tercer generación, capaces 
de producir respuestas muy intensas en presencia de pequeñas cantidades de Ag. Esto 
implica la necesidad de realizar estudios muy precisos sobre el Ag diana, así como del 











En este trabajo, se propone el desarrollo de una plataforma para la presentación y 
Selección de Acs, basada en la Activación de Linfocitos T humanos (plataforma 
SALT). Con esta finalidad se plantearon los siguientes objetivos:  
 
I. Generar y validar una plataforma de presentación y selección de Acs humanos 
basada en células T mediante la expresión de un Ac recombinate, en formato 
scFv en el contexto de un CAR. 
 
II. Realizar procesos de selección in vitro de Acs humanos empleando la 
plataforma generada, a partir de células T que expresan un repertorio de scFvs 
en el contexto de un CAR. 
 
III.  Realizar procesos de selección in vitro de Acs humanos empleando la 
plataforma generada, a partir de células T que expresan un repertorio de Acs 
monodominio (VH), en el contexto de un CAR. 
 
IV.  Generar y caracterizar un modelo animal de vasculatura tumoral humana que 
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1. LÍNEAS CELULARES 
En la Tabla I se indican las líneas celulares utilizadas en este trabajo y las condiciones 
de cultivo. 
 













de riñón embrionario 
Humano DMEM-C 2 - 
HeLa ATCC CCL-2 Carcinoma de cérvix Humano DMEM-C - 
HeLaCEA 
P. Holliger 3 
(Hefta et al, 1992) 
Carcinoma de cérvix Humano RPMI-C 4 




ATCC TIB-152 Leucemia T Humano RPMI-C - 
HT-1080 ATCC CCL-121 Fibrosarcoma Humano DMEM-C - 






Humano DMEM-C - 
K562 ATCC CCL-243 Linfoblasto Humano RPMI-C - 
 
1. ATCC: American Type Culture Collection (EE.UU.). 
2. DMEM-C (DMEM Completo): Medio DMEM suplementado con un 10% (vol/vol) de suero bovino 
fetal (FCS), y con una mezcla de 2 mM L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina y 100 µg/mL de 
sulfato de estreptomicina. 
3. Dr. Philip Holliger, Medical Research Council (MRC), Cambridge, Reino Unido. 
4. RPMI-C (RPMI Completo): Medio RPMI suplementado con un 10% (vol/vol) de FCS, y con una 
mezcla de 2 mM L-glutamina, 100 UI/mL de penicilina y 100 µg/mL de sulfato de estreptomicina. 
5. G418: Neomicina. 
6. JCRB: Japanese Collection of Research Bioresources (Japón). 
 
Todos los medios de crecimiento y suplementos se obtuvieron de LONZA. Las 
células se cultivaron a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO2, y se analizaron por PCR de 
forma rutinaria para descartar la contaminación por micoplasmas utilizando el kit 




2. CÉLULAS PRIMARIAS 
Las células endoteliales primarias aisladas de vena de cordón umbilical humano 
(HUVEC; del inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells) fueron proporcionadas 
por la Dra. Mónica Feijóo (Hospital Universitario de La Princesa, Madrid, España) y se 
cultivaron en medio EGM-2, suplementado con un 2% (vol/vol) de FCS, y un cóctel de 
factores de crecimiento (LONZA). Las células madre mesenquimales (MSC; del inglés 
Mesenchymal Stem Cells) procedentes de médula ósea fueron proporcionadas por el Dr. 
José Luis Vicario, (Centro de Transfusión de la Comunidad de Madrid, Madrid, España) 
y se cultivaron en medio MEM alfa suplementado con 2 mM glutamax (Life 
Technologies) y con un 10% (vol/vol) de FCS. 
 
3. MODIFICACIÓN DE LA SUPERFICIE CELULAR CON EL 
HAPTENO NIP. 
 Las células HeLa se lavaron dos veces (229 g, 5 minutos a 4 °C) con tampón fosfato 
salino (PBS) (pH 7,4), y se ajustaron a una concentración de 1 x 107/mL. Se añadió a la 
suspensión celular el volumen necesario de una solución (50 mg/mL) de NIP-CAP-Osu 
(ester succinimida de 4-hidroxi, 3-nitro, 5- iodofenilacetil espaciado con ácido caproico) 
(Sigma-Aldrich) diluido en dimetilformamida seca, para obtener una concentración final 
de 2,5 µg/mL. Las células se incubaron durante una hora a 37 ºC y se lavaron tres veces 
con 15 mL de PBS frío suplementado con un 10% (vol/vol) de FCS. 
 
4. CONSTRUCCIONES GÉNICAS: 
Para propagar y clonar los vectores se utilizaron en función del tipo de plásmido 
bacterias E. coli TOP-10 o E. coli Stbl3 (Life Technologies). Las bacterias transformadas 
con los distintos plásmidos se cultivaron a 37 ºC en medio sólido TYE o en medio 
líquido 2xYT (ambos de Life Technologies), suplementados con 50 µg/mL de ampicilina 
(Life Technologies). Todas las técnicas generales de ADN recombinante se llevaron a 
cabo según métodos estándar (Sambrook, J. & Russell, D. W.,  2006). Las enzimas 
fueron de New England Biolabs. El ADN plasmídico se purificó empleando los kits de 
aislamiento “PureYield™ Plasmid Miniprep System” (Promega) y “Qiagen Midi-Prep 
kit” (Qiagen). Los oligonucleótidos sintéticos se obtuvieron de Roche. Las construcciones 
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se revisaron por secuenciación usando el método de los dideoxinucleótidos y un 
secuenciador de ADN automático ABI-PRISM (Perkin Elmer). 
Los vectores empleados y los vectores generados en este trabajo aparecen detallados 
en la Tabla II. Los oligonucleótidos utilizados se describen en la Tabla III. 
 
Tabla II ( a ) Vectores 
Vector Vector de origen Inserto Características 
Proveedor-
Referencias 
pAB1 - - MRC 1 




















































Vallina et al, 
1996)  
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Tabla II ( b ) Vectores 
Vector Vector de origen Inserto Características 
Proveedor-
Referencias 






pHEN-2 L36   ACME 






















proteína G de la 














pRRL-IRES-EGFP - EGFP Dr. Trono 

















































LTR 5’, LTR 3’ 






Tabla II ( c ) Vectores 




























LTR 5’, LTR 3’ 





pRSVrev - rev del HIV-1 Promotor CMV Dr. Trono 
pVAC. &CEA-TCR! - MFE23- TCR! LAV 
pVAC. &NIP-
TCR!Not/Xba 
pVAC. &NIPTCR! B1.8-TCR! Este trabajo 

















1  MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, Reino Unido 
2  Dr. Álvarez-Vallina, Unidad de Inmunología Molecular, Hospital Puerta de Hierro, Majadahonda, España 
3  Virus de la estomatitis vesicular 
4  Dr.Trono, École polytechnique fédérale de Lausanne (EPFL), Lausana, Suiza 
 
 




















Para construir el vector lentiviral pRRL.FLAG&CEA.TCR)-IRES-EGFP, el plásmido 
pVAC.&NIP.TCR) se digirió con NotI-XbaI, se trató con el fragmento Klenow de la 
ADN polimerasa I de E. coli y se religó, para eliminar un sitio PstI (posición 1705), 
obteniéndose el plásmido pVAC.&NIP.TCR)-Not/Xba. Este plásmido se digirió con 
XmaI-PstI para insertar una pareja oligonucleótidos alineados (oligonucleótidos 1 y 2) 
que contenía la secuencia codificante de la etiqueta peptídica FLAG (DYKDDDDK). De 
esta manera se obtuvo el vector pVAC.FLAG&NIP.TCR)Not/Xba. Para obtener el vector 
pVAC.FLAG&NIP.TCR), el vector pVAC.FLAG&NIP.TCR)Not/Xba se digirió con HindIII-
BstEII y el inserto obtenido se clonó en el vector pVAC.&NIP.TCR) digerido con las 
mismas enzimas. El gen del scFv MFE23 (anti-CEA humano) (Chester et al,  1994) se 
amplificó mediante PCR utilizando los oligonucleótidos 3 y 4 a partir del vector 
pVAC.&CEA.TCR). La secuencia se verificó utilizando los oligonucleótidos 5 y 6. El 
producto de PCR se digirió con NheI-NotI y se clonó en el vector 
pVAC.FLAG&NIP.TCR) digerido con las mismas enzimas, para obtener el plásmido 
pVAC.FLAG&CEA.TCR) mediante la sustitución de la región codificante del scFv B1.8  
por la del scFv MFE23. El vector pRRL-IRES-EGFPNotKO se obtuvo mediante digestión 
con NotI, tratamiento con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli y 
religado. La secuencia codificante del FLAG&CEA.TCR) se amplificó mediante PCR a 
partir del plásmido pVAC.FLAG&CEA.TCR) utilizando los oligonucleótidos 7 y 8. El 
producto de PCR se digirió con BglII-SalI y se subclonó en el vector pRRL-IRES- 
EGFPNotKO digerido con las enzimas BamHI-XhoI, obteniéndose el vector lentiviral 
pRRL.FLAG&CEA.TCR)-IRES-EGFP. La secuencia se verificó con los oligonucleótidos 
14 y 18. 
Para obtener el vector pRRL.FLAG&NIP.TCR)-IRES-EGFP, la región codificante del 
AcMo B1.8 (anti-NIP) en formato scFv se amplificó mediante PCR utilizando los 
oligonucleótidos 9 y10, a partir del plásmido pVAC.&NIP.TCR). El producto de PCR se 
digirió con las enzimas NheI-NotI y se clonó en el vector pRRL.FLAG&CEA.TCR)-IRES-
EGFP digerido con las mismas enzimas. La secuencia se verificó con los oligonucleótidos 
14 y 15. El vector lentiviral pRRL-Luc-IRES-EGFP se generó mediante la inserción de un 
fragmento derivado del plásmido pGL3 Basic Vector con las enzimas NheI-XbaI, en el 
vector pRRL-IRES-EGFP digerido con la enzima XbaI. La orientación del inserto se 
comprobó mediante digestión con las enzimas XbaI-NotI. 
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Para generar el vector fagémido pHEN2.MFE23, la secuencia del scFv MFE23 se 
amplificó mediante PCR a partir del plásmido pVAC.&CEA.TCR), utilizando los 
oligonucleótidos 4 y 11. El producto de la PCR se clonó en el vector pCR2.1-TOPO, 
siguiendo las indicaciones del sistema “TOPO TA Cloning” (Life Technology). La 
secuencia se verificó con los oligos 16 y 17. Este plásmido intermedio se digirió con las 
enzimas NcoI-NotI y el fragmento se clonó en el vector pHEN2.B1.8, digerido con las 
mismas enzimas. El plásmido pAB2, se obtuvo introduciendo una pareja 
oligonucleótidos alineados (oligonucleótidos 12 y 13) que contenía un sitio de clonación 
múltiple (MCS, del inglés multiple cloning site) con las dianas de restricción NheI, 
BsRGI y EcoRV, en el vector pAB1 digerido con las enzimas NcoI-NotI. 
Para obtener los vectores pAB2.S1.58 al pAB2.S3.193 (Tabla II), los scFvs de los 
distintos clones se extrajeron de los plásmidos intermedios pCR2.1-TOPO (ver apartado 
8.2 y 9) mediante digestión con las enzimas NheI-NotI y se clonaron en el plásmido 
pAB2 previamente digerido con las mismas enzimas. 
El plásmido pMA.CD8&.CD28.TCR) fue sintetizado por Geneart AG (Alemania). 
Para obtener los plásmidos pRRL.FLAG&CEA.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP y 
pRRL.FLAG&NIP.CD8&.CD28. TCR)-IRES-EGFP, el vector pMA.CD8&.CD28.TCR) se 
digirió con las enzimas NotI-BstBI, y el fragmento resultante de 744 pb 
(CD8&.CD28.TCR)) se clonó en el vector pRRL.FLAG&CEA.TCR)-IRES-EGFP y en el 
vector pRRL.FLAG&NIP.TCR)-IRES-EGFP, digeridos con las mismas enzimas. 
Los vectores pRRL.FLAGS2.10.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP, pRRL.FLAGS3.45. 
CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP, pRRL.FLAGS3.97.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP y 
pRRL.FLAGS3.109.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP, se generaron mediante la inserción 
de los genes de los scFvs S2.10, S3.45, S3.97 y S3.109, obtenidos mediante digestión con 
NheI-NotI a partir de los vectores intermedios pCR2.1-TOPO S2.10, pCR2.1-TOPO 
S3.45, pCR2.1-TOPO S3.97 y pCR2.1-TOPO S3.109, en el vector 
pRRL.FLAG&NIP.CD8&.CD28.TCR) digerido con las mismas enzimas. 
 
5. GENERACIÓN DE REPERTORIOS DE ANTICUERPOS 
RECOMBINANTES HUMANOS EN VECTORES 
LENTIVIRALES 
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5.1. Repertorio derivado de la genoteca de scFvs 
humanos Griffin.1 
La genoteca sintética Griffin.1 (MRC, Cambridge, Reino Unido) es un repertorio de 
anticuerpos recombinantes humanos en formato scFv clonados en un vector fagémido 
(pHEN2). La diversidad clonal teórica del repertorio es de 1 x 109. El repertorio se creó 
mediante el reclonaje de los genes sintéticos (VH y VL) humanos de la genoteca Fab 2lox 
(Winter et al, 1994; Griffiths et al, 1994)  en el vector fagémido pHEN2 (Griffiths et al,  
1994; Hoogenboom et al,  1991). A partir de una preparación de ADN plasmídico de la 
genoteca Griffin.1, se realizó una digestión con ClaI-SfiI y la banda resultante se purificó, 
tras una electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusión. Las regiones 
codificantes de los scFvs se amplificaron mediante PCR. Se realizaron 9 reacciones 
diferentes utilizando 9 oligonucleótidos cebadores degenerados (Tabla IV, 
oligonucleótidos nº 1 al nº 9) que hibridan en los extremos 5´ relativamente conservados 
de las regiones VH, y un oligonucleótido cebador universal (Tabla IV, oligonucleótido nº 
11) que hibrida en el extremo 3´ conservado. Los productos de las 9 PCRs se mezclaron 
y se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO, para obtener pCR2.1-Griffin Se realizaron 10 
electroporaciones (8 kv, 25 µF, 200 *) de bacterias Electro Ten-Blue Cells (Stratagene) y 
la suspensión resultante se cultivó en 200 mL de medio líquido TYE suplementado con 
50 µg/mL de ampicilina toda la noche a 37 ºC, para proceder a realizar una preparación 
de ADN plasmídico (Qiagen). La diversidad clonal del repertorio resultante se evaluó 
mediante análisis fingerprinting, usando la enzima BstNI, y secuenciación. Una alícuota 
de la mezcla de bacterias derivadas de las electroporaciones se almacenó a -80 ºC en el 
medio de electroporación suplementado con un 20% (vol/vol) de glicerol. El fragmento 
resultante de la digestión de la genoteca pCR2.1- Griffin con las enzimas NheI-NotI, se 
clonó en el vector lentiviral pRRL.FLAG!NIP.TCR&-IRES-EGFP digerido con las mismas 
enzimas, sustituyendo el scFv murino B1.8 (anti-NIP) por el repertorio de scFvs humanos 
derivado de la genoteca Griffin. De esta manera, se obtuvo la genoteca lentiviral 
pRRL.FLAGGriffin.TCR&-IRES-EGFP, que codifica el repertorio de scFvs en el contexto 
de un CAR. Se realizaron 10 electroporaciones (1.8 kV, 25 µF, 200 *) de bacterias 
Electro Ten Blue Cells con 2,5 µg de la reacción de ligado. La suspension bacteriana 
resultante de la mezcla de las 10 electroporaciones se procesó de la manera descrita 




(Número de colonias X dilución plaqueada X 106)/pg ADN utilizados 
 
Considerando este dato y la proporción de clones contaminantes anti-NIP que se 
obtuvieron en la reacción de ligado control, a la que no se había añadido inserto, se 
calculó que el número de clones del repertorio Griffin.1 clonados en el vector lentiviral 
era de 1,5 x 105.  
 
5.2. Repertorio derivado de la genoteca de scFvs 
humanos Tomlinson I+J 
La genoteca sintética Tomlinson I+J (MRC, Cambridge, Reino Unido) es un 
repertorio de anticuerpos recombinantes humanos en formato scFv clonados en un 
vector fagémido (pIT2) (DeWildt et al, 2000). Se compone de dos repertorios, 
Tomlinson I y Tomlinson J, cada uno de ellos con una diversidad clonal teórica de 1,4 x 
108. Todos los clones del repertorio están basados en una región marco VH única (V3-
23/DP-47 y JH4b) y en una región marco VL única (V" :O12/O2/DPK9 y J"1), en las 
que la diversidad de los dominios de unión al antígeno se introdujo mediante 
mutagénesis dirigida por PCR en las regiones determinantes de complementariedad 
(CDRs) CDR1,  CDR2 y CDR3 (Christ et al,  2006). 
Las regiones codificantes de los scFvs se amplificaron mediante PCR a partir de una 
preparación de una mezcla de ADN de las genotecas Tomlinson I y Tomlinson J, 
utilizando los oligonucleótidos cebadores 10 y 11. El producto de PCR se digirió con las 
enzimas NheI-NotI y se clonó en el vector lentiviral pRRL.FLAG!NIP.TCR&-IRES-EGFP 
digerido con las mismas enzimas, sustituyendo  el scFv murino B1.8 (anti-NIP) por el 
repertorio de scFvs humanos derivado de la genoteca Tomlinson. De esta manera, se 
obtuvo el plásmido lentiviral pRRL.FLAGTomlinson.TCR!-IRES-EGFP, que codifica el 
repertorio de scFvs en el contexto de un CAR. Se realizaron para ello 10 
electroporaciones (1.8 kV, 25 µF, 200 *) de bacterias Electro Ten Blue Cells, con 750 ng 
de la reacción de ligado. La suspensión bacteriana resultante de la mezcla de las 10 
electroporaciones se procesó de la manera descrita anteriormente. La diversidad teórica 
del repertorio obtenido fue de 1 x 105 clones. 
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5.3. Repertorio derivado de la genoteca de anticuerpos 
humanos monodominio (Repertorio DAb) 
La genoteca sintética DAb (MRC, Cambridge, Reino Unido) es un repertorio de 
anticuerpos recombinantes humanos en formato VH clonados un vector fagémido (pR2) 
Christ et al,  2007; Lee et al,   2007). Todos los clones del repertorio están basados en 
una región marco VH única (V3-23/D47) en las que la diversidad de los dominios de 
unión al antígeno se introdujo mediante mutagénesis dirigida por PCR en las regiones 
determinantes de complementariedad (CDRs) CDR1,  CDR2 y CDR3 (Christ et al,  
2006). La diversidad clonal teórica del repertorio es de 3 x 109.  
Las regiones codificantes de los anticuerpos VH se amplificaron mediante PCR a 
partir de una preparación de ADN plasmídico de la genoteca DAb, utilizando los 
oligonucleótidos 10 y 12 (Tabla IV). El producto de la PCR se digirió con las enzimas 
NheI-NotI y se clonó en el vector lentiviral pRRL.FLAG!NIP.CD8&.CD28.TCR)-IRES-
EGFP digerido con las mismas enzimas, sustituyendo el scFv murino B1.8 (anti-NIP) por 
el repertorio de anticuerpos VH derivado de la genoteca DAb. De esta manera, se obtuvo 
el plásmido lentiviral pRRL.FLAGDAb.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP, que codifica el 
repertorio VH en el contexto de un CAR. Se realizaron 20 transformaciones con cloruro 
cálcico de bacterias XL10Gold Ultracompetent cells (Stratagene) con 1,23 µg de la 
reacción de ligado. La suspensión bacteriana resultante de la mezcla de las 20 
electroporaciones se procesó de la manera descrita anteriormente. La diversidad teórica 
del repertorio obtenido fue de 5,6 x 105 clones. 
 
















6. GENERACIÓN Y TITULACIÓN DE PARTÍCULAS 
LENTIVIRALES:  
Para obtener los stocks virales se transfectaron células 293T en placas de 100mm (5 
x 106 células/placa), mediante precipitación con fosfato cálcico. Las cantidades de ADN 
plasmídico que se añadieron por placa fueron 14.1 mg de  vector de transferencia (Tabla 
V), 9 mg del vector pMDLg/pRRE, 3.45 mg del vector pRSVrev y 4.71 mg del vector 
pMD.G. Tras 8 horas de incubación se retiró el medio de cultivo y se añadió medio 
completo fresco. A las 48 horas se recogió medio de cultivo, se filtró (0,45 mm) y se 
concentró 100 veces por ultracentrifugación durante 2 horas, 24.500 rpm a 22 °C. (9000 
g; ultracentrífuga Beckman L-70 / Rotor SW60). El pellet viral se resuspendió en PBS y 
se almacenó a -80 ºC. Para la titulación de las partículas virales se utilizaron dos métodos:  
• Titulación de partículas físicas (PF/mL), mediante ELISA indirecto para la proteína 
de la cápside viral p24, siguiendo las instrucciones del proveedor (Endogen). 
• Titulación biológica de partículas infectivas (Unidades transductoras, UT/mL), 
mediante la transducción de células HeLa, en placas de 24 pocillos (2,5 x 105 células/ 
pocillo), con diluciones seriadas de los stocks virales. A las 48 horas de la  
transducción, el porcentaje de células que expresaban la proteína verde fluorescente 
(EGFP, del inglés enhanced green fluorescent protein) se determinó mediante 
citometría de flujo. El título en UT/mL se calculó mediante la siguiente fórmula: 
(porcentaje de células EGFP positivas/100) x factor de dilución. 
 














7. MODIFICACIÓN GENÉTICA DE CÉLULAS HUMANAS 
7.1. Transfecciones: 
La línea celular T humana Jurkat (clón E6.1) se transfectó con el vector de expresión 
pCEP4.&NIP.TCR), utilizando Superfect según las recomendaciones del fabricante 
(Qiagen). Para la obtención de transfectantes estables, las células se seleccionaron en 
RPMI-C suplementado con higromicina B (400 mg/mL) (Life Technologies).  
 
7.2. Transducciones: 
  Para la transducción de líneas celulares humanas con los stocks lentivirales (Tabla 
V), las células en crecimiento exponencial (1 x 105 células/pocillo) se incubaron durante 
toda la noche en placas de 96 pocillos de fondo plano (BD Biosciences), con distintas 
preparaciones virales concentradas, en un volumen final de 200 µL de medio. Se 
utilizaron multiplicidades de infección (MDI) variables, entre 0,25 y 40. A continuación, 
las células se lavaron con PBS y se mantuvieron en cultivo durante un periodo adicional 
de 48 horas, antes de proceder a analizar por citometría de flujo, el porcentaje de células 
que expresaban EGFP, y/o CAR según el lentivirus empleado.  
Para la transducción de las células Jurkat con el las genotecas lentivirales, las células 
(2 x 107) se centrifugaron durante 2 horas (1000 g, 32 ºC) en 8 mL de RPMI-C, que 
contenía las partículas lentivirales (LVGriffin.CAR-EGFP o LVDab.CARv1-EGFP) a una MDI de 1. 
Tras este proceso, las células se incubaron 48h a 37 ºC antes de proceder a analizar por 
citometría de flujo, el porcentaje de células que expresaban EGFP, y/o CAR según el 
lentivirus empleado.  
 
8. CITOMETRÍA DE FLUJO (CF) 
Para realizar estudios fenotípico, las células fueron incubadas durante periodos de 30 
minutos a 4 ºC, con diluciones apropiadas de los Acs, sin conjugar o conjugados con 
ficoeritrina (PE) o con isotiocianato de fluoresceína (FITC). La expresión de CD66 
(CEA) en líneas tumorales se estudió por inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando el 
AcMo anti-CEA humano, clon C6G9 (Sigma-Aldrich), y un segundo Ac de cabra anti-
IgG de ratón conjugado con FITC. La expresión en superficie de los CARs, que posee 
en su extremo amino-terminal la etiqueta peptídica FLAG, se estudió mediante IFI 
usando el AcMo anti-FLAG, clon M2 (Sigma-Aldrich) y un segundo Ac de cabra anti-IgG 
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F(ab’)2  de ratón conjugado con PE (Jackson Immuno Research). La expresión en 
superficie del CAR anti-NIP se estudió mediante inmunofluorescencia directa (IFD) 
utilizando un Ac de cabra anti-cadena ligera lambda (l) de Ig de ratón conjugado con 
FITC (Southern Biotechnology Associates). La cantidad relativa del hapteno NIP 
conjugado en la superficie de las celular, se estimó mediante IFI usando cantidades 
saturantes del scFv B1.8 purificado, el AcMo anti-c-myc, clon 9E10 (Abcam) y un Ac de 
cabra anti-IgG F(ab’)2 de ratón conjugado con PE. Para la expresión del marcador de 
activación temprana CD69, se realizó una IFD usando el AcMo anti-CD69 humano, clon 
FN50 (BD Biosciences) conjugado con PE. La expresión del antígeno de superficie 
leucocitario CD45, se evaluó mediante IFD utilizando un AcMo anti-CD45 humano, 
clon MEM28, conjugado con PE (Immunotools). La especificidad de los Acs S2.10, 
S3.45, S3.97 y S3.109 se evaluó mediante IFI tras la incubación con el scFv 
correspondiente purificado, el AcMo anti-c-myc, clon 9E10 y el Ac de cabra anti-IgG 
F(ab’)2 de ratón conjugado con PE. Los estudios se realizaron en un EPICS XL (Coulter 
Electronics, Hialeah, FL, EE.UU.) equipado con un láser de argón (488nm). 
 
9. ESTUDIOS FUNCIONALES 
9.1. Ensayos de activación de células T 
9.1.1. Ensayos de activación con proteínas purificadas 
La proteínas purificadas [CEA humano (Sigma-Aldrich) o el AcMo anti-CD3 
humano, clon SPVT3b (Zymed)], se inmovilizaron sobre placas de 96 pocillos de fondo 
redondo (Falcon, BD Biosciences) mediante una incubación de 16 horas a 4 ºC en PBS 
(10 µg/mL). Posteriormente, las placas se lavaron con PBS, se bloquearon con RPMI-C 
durante 1 hora a 37 ºC y se añadieron células Jurkat (105 células/pocillo). Tras 16 horas 
de incubación a 37 ºC, se recogió el sobrenadante de cultivo y la interleuquina-2 (IL-2) se 
cuantificó mediante ELISA. Las células se recogieron para estudiar la el nivel de 
expresión de CD69 mediante CF. 
 
9.1.2.Ensayos de activación con células diana 
9.1.2.1. Ensayos a de activación a  pequeña escala 
Células efectoras Jurkat, JurkatEGFP, Jurkat&CEA.CAR, Jurkat&CEA.CARv1, Jurkat&NIP, 
JurkatGriffin.CAR, JurkatS2.10.CARv1, JurkatS3.45CARv1, JurkatS3.97.CARv1, JurkatS3.109.CARv1, 
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JurkatDAb. CARv1, o combinaciones de las mismas (5 x 104 células/pocillo), se mezclaron 
con distintos tipos de células diana (HeLa, HeLaCEA, HeLaNIP, HT1080, MDA-MB231, 
MKN45 o K562), a distintas relaciones efector:diana (E:D) en placas de 96 pocillos de 
fondo redondo (Falcon, BD Biosciences). Las placas se centrifugaron durante 1 minuto a 
123 g para favorecer el contacto celular y se incubaron durante 16 horas a 37 ºC. Tras 
este periodo de tiempo se recogieron los sobrenadantes y se cuantificó la secreción de IL-
2 mediante ELISA. Para estudiar la el nivel de expresión de CD69 el pellet celular se 
disgregó con una solución de Tris-EDTA (1.0 M Tris-HCl, pH 8.0, 0.1 M EDTA, 
Sigma-Aldrich), y se analizó mediante CF. 
 
9.1.2.2. Ensayos a de activación a  media escala 
Células efectoras Jurkat, JurkatEGFP, Jurkat&CEA.CAR, Jurkat&NIP.CAR, o JurkatGriffin.CAR, 
o combinaciones de las mismas (5 x 106 células) se incubaron en frascos de 25 cm3 
(Falcon, BD Biosciences), sobre monocapas de células diana (HeLa o HeLaCEA), a una 
relación E:D 1:1. Tras 16 horas las células efectoras se recuperaron, tratando la mezcla 
con una solución de Tris-EDTA, tras lo cual se lavaron con PBS y se procedió a estudiar 
el nivel de expresión de CD69 mediante CF. 
 
9.2. Ensayos a de activación-selección con  células 
diana 
Células efectoras Jurkat, Jurkat&CEA.CAR, Jurkat&NIP.CAR, JurkatGriffin.CAR, o 
combinaciones de las mismas (3 x 107 células) se incubaron en frascos de 125 cm3 
(Falcon, BD Biosciences), sobre monocapas de células diana (HeLa o HeLaCEA) a una 
relación E:D 1:1. Tras 16 horas las células efectoras se recuperaron, tratando la mezcla 
con una solución de Tris-EDTA, tras lo cual se procedió a realizar una centrifugación en 
gradiente de densidad con Ficoll-Paque TM PLUS (GE Healthcare). Las células se 
incubaron con el AcMo anti-CD69 conjugado con PE (clón FN50) para proceder a su 
análisis por CF y posterior separación con un CF separador FACSVantage cell sorter 
(BD Biosciences), en base a la co-expresión de EGFP y CD69. Las células seleccionadas 
se expandieron in vitro para proceder a su caracterización molecular, o a la realización de 





10. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 
Para la caracterización molecular se extrajo ARN total de 5 x 104 células 
Jurkat&NIP.CAR, o JurkatGriffin.CAR pre-selección y post-selección, siguiendo las instrucciones 
del fabricante (Qiagen). El cDNA se sintetizó utilizando el kit “1st Strand cDNA 
Synthesis Kit for RT-PCR (AMV)” de Roche siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La secuencia codificante del scFv MFE23 o de los scFvs de los repertorios pre-selección y 
post-selección, se amplificaron mediante PCR utilizando los oligonucleótidos 14 y 15 
(Tabla III) y se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO.  En una serie de colonias, 
seleccionadas aleatoriamente de las placas maestras, se realizaron estudios de huella de 
ADN (en inglés, DNA fingerprinting) y secuenciación. 
 
10.1. Estudios de fingerprinting  
Los estudios de huella de ADN  se realizaron mediante el empleo de una enzima de 
restricción de corte frecuente. Para ello, se realizaron 50 PCRs de colonias seleccionadas 
aleatoriamente de las placas maestras, con los oligonucleótidos 16 y 17 (Tabla III), y el 
producto resultante se digirió con la enzima BstNI y se analizó mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 2%. Los clones se clasificaron según el patrón de digestión. 
 
10.2. Estudios de secuenciación 
Hasta 200 colonias, seleccionados aleatoriamente a partir de las placas maestras, se 
emplearon para realizar estudios de secuenciación. Para ello, se realizó una PCR con los 
oligonucleótidos 16 y 17 (Tabla III), y el producto se secuenció usando el método de los 
dideoxinucleótidos y un secuenciador de ADN automático ABI-PRISM (Perkin Elmer). 
Para la expresión de AcRs se transformaron bacterias E. coli TG1 con cada uno de 
los 29 plásmidos [pAB1.S1.58 al pAB1.S3.193 (Tabla II)], 
 
11. EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
RECOMBINANTES 
Para la expresión de AcRs se transformaron bacterias E. coli TG1 con cada uno de 
los 29 plásmidos obtenidos de la selección del repertorio Griifin [pAB1.S1.58 al 
pAB1.S3.193 (Tabla II)], o con pAB1.MFE23. Se cultivaron colonias individualizadas de 
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bacterias transformadas en medio 2xTY, suplementado con 100 µg/mL de ampicilina y 
0,1% de glucosa, en agitación durante 4 horas a 37 ºC. Entonces se añadió isopropil !-D-
tiogalactósido (IPTG) (1 mM) y el cultivo continuó en agitación durante 16 horas a 25 ºC. 
Para la purificación de AcRs se transformaron bacterias E. coli TG1 con los plásmidos 
pAB1.S2.10, pAB1.S3.45, pAB1.S3.97, pAB1.S3.109, pAB1.B1.8 o pAB1.MFE23. Se 
cultivaron colonias individualizadas de bacterias transformadas en medio 2xTY, 
suplementado con 100 µg/mL de ampicilina y 0,1% de glucosa, en agitación durante 4 
horas a 37 ºC. Entonces 1 mM IPTG y el cultivo continuó en agitación durante 3 horas a 
25 ºC. Los AcRs se purificaron a partir de preparaciones de las fracciones osmótica y 
periplásmica del cultivo bacteriano mediante cromatografía de afinidad por iones 
metálicos inmovilizados (IMAC) (HisTrap HP, GE Healthcare). Las proteínas 
purificadas se dializaron frente a PBS y se almacenaron a -80 ºC hasta su uso. Todas los 
AcRs se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato 
sódico (SDS-PAGE) y ELISA. 
 
12. ENSAYOS INMUNOENZIMÁTICOS EN FASE SÓLIDA 
(ELISA) 
12.1. ELISA para la titulación de partículas lentivirales 
 La titulación de partículas físicas (PF/mL) se realizó mediante ELISA, 
empleando un kit comercial (Endogen) frente a p24, la principal proteína de la 
nucleocápside del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). La curva se 
realizó utilizando p24 recombinante purificada  (Jena Biosciences). 
 
12.2. ELISA para la detección y cuantificación de 
interleuquina-2  
El sobrenadante de cultivo de células Jurkat, activadas durante 16 horas con proteína 
purificada o con células diana, se recogió y se utilizó para cuantificar la secreción IL-2 
mediante ELISA, empleando un kit comercial (Endogen). La curva de concentraciones 




12.3. ELISA para la detección de anticuerpos 
funcionales  
12.3.1. ELISA con proteína purificada 
El CEA humano se obtuvo de ProspecTany. Para la generación de conjugados de 
seroalbúmina bovina (BSA) con el hapteno NIP en una relación molar 10:1 (NIP10-BSA), 
se siguió un protocolo anteriormente descrito (Reth et al,  1979). Las proteínas se 
inmovilizaron sobre placas de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) mediante una incubación de 
16 horas a 4 ºC en PBS (10 µg/mL). Posteriormente las placas se lavaron con PBS y se 
bloquearon con PBS-4% BSA durante 2 horas a 37 ºC se añadieron los scFv purificados 
(scFv MFE23 y scFv B1.8) de preparaciones bacterianas. Los scFvs unidos al antígeno se 
detectaron con el AcMo anti-c-myc, clon 9E10 (4 µg/mL)  y posteriormente con un Ac de 
cabra anti-IgG de ratón (dilución 1/5000) conjugado con HRP (Amersham).  
 
12.3.2. ELISA con células diana fijadas  
Las células diana (HeLa o HeLaCEA) se sembraron (2,5 x 104  células/pocillo) en 
placas de 96 pocillos de fondo plano (Falcon, BD Biosciences) y se cultivaron durante 
toda la noche en 200 µL de su medio correspondiente para establecer una monocapa. 
Posteriormente las placas se lavaron con PBS y se procedió a fijar la monocapa mediante 
secado durante 1 h con una fuente de aire caliente situada a 30 cm. Tras la fijación las 
placas se bloquearon con PBS-4% leche en polvo desnatada (LPD) durante 1 hora a 
temperatura ambiente. A continuación se añadieron los sobrenadantes de cultivo 
bacteriano, preparaciones osmóticas, preparaciones periplásmicas o los scFvs purificados, 
diluidos al 50% (v/v) con PBS-4% LPD en un volumen final de 100 µL y se incubaron 
durante 1 h a temperatura ambiente, con agitación orbital (100 rpm). Posteriormente se 
realizaron 5 lavados con PBS, y los  scFvs unidos a las células se detectaron con el AcMo 
anti-c-myc, clon 9E10 y con un Ac de cabra anti-IgG de ratón conjugado con HRP. La 
lectura colorimétrica se realizó a 492 nm, sustrayendo la señal residual a 620 nm, tras la 
adición de dihidrocloruro de O-fenilenediamina (del inglés o-Phenylenediamine 





13. TRANSFERENCIA WESTERN 
Las muestras (AcR purificado, sobrenadante de cultivo bacteriano o fracciones 
osmótica y periplásmica) se analizaron mediante SDS-PAGE utilizando geles con un 
gradiente de 4-20% (Life Technologies). A continuación, las proteínas fueron transferidas 
por electroblotting a una membrana de nitrocelulosa, utilizando el sistema “iBlot® 
Western Blotting System” y los reactivos del kit “iBlot®Gel Transfer Stacks 
Nitrocellulose”  (Life Technologies). La membrana fue bloqueada con Odyssey Blocking 
Buffer (Li-COR Biosciences), durante 1 hora a temperatura ambiente. Las proteínas, que 
presentaban una etiqueta peptídica myc, se detectaron con el AcMo anti-c-myc (1 µg/mL) 
diluido en solución de bloqueo, durante 1 hora. Tras varios lavados con PBS-0,05% 
Tween20 y con PBS, la membrana se incubó durante 30 minutos, con un Ac de burro 
anti-IgG de ratón conjugado con IRDye800 (Rockland), un fluorocromo con emisión 
cercana al infrarrojo (NIR), diluido en solución de bloqueo (1/15000). Tras lavar la 
membrana con PBS-0,05% Tween20 y PBS las bandas se visualizaron mediante el 
sistema de detección de fluorescencia y quimioluminiscencia Odyssey® Infrared Imaging 
system (Li-COR Biosciences). 
 
14. ESTUDIOS IN VIVO 
Los protocolos utilizados para la manipulación de animales, que se describen a 
continuación, han sido aprobados por el Comité de Ética Animal del Hospital 
Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda y por el Comité de Ética Animal de la 
Clínica Mayo. Se utilizaron ratones hembra de seis semanas de edad de la línea 
Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu (Harlan Ibérica). 
 
14.1. Anestesia 
Los ratones utilizados en este trabajo se anestesiaron por vía inhalatoria con 
isofluorano (Abbott Laboratories) vaporizado en oxígeno y se mantuvieron en ambiente 
estéril para la realización de los protocolos de implantación vía subcutánea (s.c.) de 
tumores, y para la administración vía intravenosa (i.v.), intratumoral (i.t.) o intracardiaca 
(i.c.), de células T. Para la realización de los ensayos de imagen molecular se indujo 
anestesia a largo plazo, mediante la inyección s.c. de una solución salina con ketamina 
(97,5 µg/g de peso), atropina (8 ng/g de peso) y diazepam (7,5 µg/g de peso). 
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14.2. Irradiación de los animales  
La irradiación general con dosis subletales (400 cGy) se realizó con los ratones no 
anestesiados, empleando una unidad de Cobalto Theratron 780 Co60 (AECL), 24 horas 
antes de la inoculación s.c. de los de los tumores, o de los implantes vasculares-tumorales. 
Para la irradiación local, los ratones no anestesiados se inmovilizaron sobre una superficie 
de poliestireno y se estableció una región de 1,8 cm de anchura en la zona ventral-media 
del animal, aproximadamente a una distancia de 1 cm de la base de la cola. El resto del 
cuerpo del animal se protegió con una capa de 2 mm de plomo. Sobre la región 
establecida se realizó la irradiación con una fuente de electrones de 4MeV generada por 
un acelerador lineal SL18 LINAC (Elekta), recibiendo el animal una dosis de irradación 
total de 20 Gy, a una velocidad de 400 UM/minuto. La fuente de electrones se situó a 
100 cm de la superficie del animal,  sobre el cual se colocó una capa de poliestireno 
equivalente a 8 mm de agua para asegurar el 100% de la dosis de irradiación en la 
superficie del animal. La dosis calculada, a 0,5 cm de la superficie corporal, fue un 85% 
de la irradiación emitida. La dosis de irradiación de salida en la región dorsal del animal 
se estableció en el 0,5% de la dosis total. En los ratones irradiados localmente los 
implantes tumorales, o vasculares-tumorales se establecieron 5 días después de la 
irradiación. 
 
14.3. Ensayos de implantación tumoral: 
xenotransplante convencional 
Las células tumorales (HeLa) se resuspendieron en PBS conteniendo un 20 % de 
matriz extracelular (Matrigel™ BM Matrix, BD Biosciences), y se inocularon (2 x 106 
células en 100 mL) por vía s.c. en la zona dorsal. Los tumores se midieron cada dos días 
y el volumen tumoral se determinó según la fórmula: ancho2 x largo x 0,52 (tomándose la 
medida más pequeña como ancho). El análisis estadístico de las medidas de crecimiento 
tumoral entre los diferentes grupos se realizó utilizando la prueba t-Student. El nivel de 
significación estadística se situó en p" 0,05. 
 
14.4. Ensayos de implantación tumoral: 
 xenotransplante humanizado 
Las células tumorales HT1080 (3 x 105), las mezclas de células humanas primarias 
[HUVECLuc-EGFP (3 x 105) y MSC (7,5 x 104)], o las mezclas de células tumorales y células 
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humanas primarias [HT1080 (3 x 105), HUVECLuc-EGFP (3 x 105) y MSC (7,5 x 104)], 
fueron resuspendidas en 200 µl de Matrigel™ diluido en PBS (8 mg/mL) y suplementado 
con heparina (128 U/mL) (Sigma-Aldrich), factor de crecimiento del endotelial vascular 
(VEGF) humano (50 ng/mL), y factor de crecimiento de fibroblastos (hFGF) humano 
(150 ng/mL) (ambos de PeproTech). Los implantes se inocularon por vía s.c. en la zona 
ventral. 
 
14.5. Ensayos de imagen molecular  
Las imágenes de bioluminiscencia (BLI) in vivo se obtuvieron a diferentes días tras la 
implantación, utilizando un sistema Hamamatsu dotado de una cámara digital de alta 
resolución con dispositivos de cargas acopladas (CCD) ORCA-2BT (Hamamatsu 
Photonics). Para el análisis y procesamiento de las imágenes se empleó el software 
Wasabi (Hamamatsu Photonics). El sustrato del gen de la luciferasa de Photinus pyralis 
(Fluc), la sal de potasio D-Luciferina, se disolvió en PBS a una concentración de 17,5 
mg/mL, y se inoculó por vía intraperioneal (i.p.) 10 minutos antes de la adquisición de las 
imágenes de BLI, a una concentración de 125 mg/kg (150-200 µL/ratón). Para un ensayo 
típico se toma primero una imagen de BLI con un tiempo de exposición de 1 minuto. La 
imagen se recoge con una ganancia media y un agrupamiento de píxeles en formato de 8 
x 8. A continuación se toma una imagen con luz visible y un tiempo de exposición de 20 
milisegundos., recogiéndose la imagen con una ganancia media y un agrupamiento de 
píxeles (binning) en formato de 1x1. Por último, se mezclan las imágenes para obtener la 
composición final. El procesamiento incluye una coloración a escala siguiendo un perfil 
de intensidad de señal. Para la cuantificación de la señal, las regiones de interés son 
acotadas y la intensidad media de luz (intensidad total/superficie) es cuantificada y 
registrada. En todas las representaciones gráficas se muestran las medias de las 
intensidades y el error estándar del grupo. Fueron realizadas una media de 6 
adquisiciones de BLI por animal y día tras la inoculación del sustrato para determinar el 
pico de emisión de fotones. 
 
14.6. Selección in vivo  de anticuerpos recombinantes  
Para los ensayos de selección in vivo en ratones Hsd:Athymic Nude-Foxn1nu, 
portadores de xenotransplantes s.c. convencionales derivados de células HeLa (volumen 
 85 
promedio entre 0,2 y 0,3 cm3), las células Jurkat (control no transducidas o JurkatDAb. 
CARv1) se inocularon por 3 vías diferentes: 
 
14.6.1. Inoculación intravenosa  
Se realizaron 2 inoculaciones por vía i.v., de 2 x 106 células Jurkat resuspendidas en 
100 µL de PBS, separadas por un intervalo de 24 horas. Los animales se sacrificaron 24 
horas después de la segunda inoculación para proceder a la extracción de los tumores y 
de los órganos. 
 
14.6.2. Inoculación intracardiaca  
Se realizó una  inoculación por vía i.c., de 1 x 107 células Jurkat resuspendidas en 
100 µL de PBS. Los animales se sacrificaron a las 24 horas y a los 6 días para proceder a 
la extracción de los tumores y de los órganos. 
 
14.6.3. Inoculación intratumoral  
Se realizó una inoculación por vía i.t. (en varios puntos del tumor), de 2 x 106 células 
Jurkat resuspendidas en 50 µL de PBS. Los animales se sacrificaron a distintos tiempos 
tras la inoculación (30 minutos, 24 horas, día 4 y día 7) para proceder a la extracción de 
los tumores y de los órganos. 
 
14.6.4. Recuperación y caracterización de las células 
seleccionadas 
A los tiempos indicados los ratones se sacrificaron y se procedió a la extracción de 
los tumores, así como de los pulmones, hígado, bazo, y ganglios linfáticos. Una parte de 
los tejidos se almacenó a -80 ºC. El resto se disgregó mecánicamente utilizando filtros de 
nylon de 40 µm y 100 µm de poro (BD Falcon). Las suspensiones celulares se lavaron 
varias veces (229 g, 5 minutos a 4 °C) con PBS. Una alícuota de las suspensiones celulares 
obtenidas de los tumores, se resuspendió en 3 mL de RPMI-C suplementado con IL-2 
(1000 U/mL), para facilitar su expansión in vitro. Las células Jurkat se separaron de las 
células tumorales mediante centrifugación en gradiente de densidad con Ficoll-Paque TM 
PLUS. Alícuotas de la suspensiones celulares, obtenidas de los tumores y de los órganos, 
así como alícuotas de sangre, se trataron con una solución de lisis para eritrocitos (ACK 
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Lysing Buffer, LONZA), durante 3 minutos, se lavaron 1 vez (229 g, 5 minutos a 4 °C) 
con medio RPMI-C y otra vez con PBS. Para la detección y cuantificación de las células 
T las suspensiones celulares se marcaron con el AcMo anti-CD3 humano, clon OKT3, 
conjugado con PE (eBioscience) o con el AcMo anti-CD45 humano, clon MEM28, 
conjugado con PE (Immunotools). 
 
15. ESTUDIOS HISTOLÓGICOS 
Las muestras tisulares se fijaron con formalina al 10% (pH 7,0) y se embebieron en 
parafina. Los cortes histológicos procedentes de cada tumor se tiñeron con hematoxilina 
y eosina y se visualizaron (x5) para identificar estructuras vasculares.  
 
15.1. Análisis del origen vascular por 
inmunohistoquímica 
Para la caracterización inmunohistoquímica (IHC), se procedió a desenmascarar los 
antígenos mediante tratamiento con calor en una olla a presión durante 4 minutos. en 
una solución de tampón citrato a pH 6,0 (Target Retrieval Solution, Dako). La actividad 
peroxidada endógena se bloqueó durante 5 minutos, utilizando una solución de peróxido 
de hidrógeno al 3%. Las estructuras vasculares humanas se identificaron con el AcMo 
anti-CD34 humano, clon QBEnd10 (Dako), utilizando el kit “Mouse on Mouse 
(M.O.M.™) peroxidase” de Vector Laboratories. Para la detección de las estructuras 
vasculares murinas se utilizó el AcMo anti-CD34 murino, clon MEC14.7 (Immunotools) 
utilizando el kit “Vectastain® ABC for rat IgG” (Vector Laboratories). Como substrato 
cromogénico en ambos casos se utilizó DAB (Vector Laboratories) seguido de 
contratinción con hematoxilina. 
 
15.2. Análisis de la densidad vascular 
Los vasos funcionales o maduros se definieron como estructuras vasculares que 
contenían eritrocitos en su interior. La cuantificación se realizó analizando las áreas de 
densidad vascular alta (“hot spots”) a pequeño aumento (x50), y contando los vasos 
maduros en cuatro campos visuales, elegidos al azar en 10 secciones por ratón teñidas 
con hematoxilina y eosina.  
 
El análisis estadístico se realizó utilizando la prueba U de Mann-Whitney. Se 
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realizaron tests biparamétricos y el nivel de significación estadística se situó en p" 0,05. 
Para todos los análisis estadísticos se utilizó el programa informático SPSS 14.0 (SPSS). 
Para el recuento de vasos humanos y de vasos murinos, 4 secciones por ratón marcadas 
con el AcMo anti-CD34 humano o con el AcMo anti-CD34 murino se analizaron, 
primero a pequeño aumento (x50) para localizar hot spots y luego a mayor aumento 
(x200). En cada sección se evaluaron 5 campos visuales elegidos aleatoriamente. Las 
áreas vasculares se definieron como zonas teñidas con DAB, independientemente de la 
























“Es cierto que los resultados de la Ciencia ni significan a los hombres ni los 
enriquecen, pero sí lo hace el trabajo intelectual, tanto productivo como receptivo, que es 
el esfuerzo por comprender.” 
 







1. DISEÑO Y VALIDACIÓN DE UNA PLATAFORMA DE 
SELECCIÓN DE ANTICUERPOS BASADA EN LA 
ACTIVACIÓN CÉLULAR DE LINFOCITOS T 
1.1.Diseño de construcciones génicas para la expresión 
de receptores quiméricos de activación (CAR) 
1.1.1. Construcción de un vector lentiviral que codifica un CAR 
con especificidad antitumoral 
Con el objetivo de generar un modelo para validar la plataforma de selección de 
anticuerpos recombinantes humanos basada en la activación de células T (Plataforma 
SALT), se construyó el vector lentiviral pRRLFLAG!CEA.TCR&.IRES-EGFP a partir del 
vector pRRL.IRES-EGFP (Naldini et al, 1996). Este vector, derivado del  virus de la 
inmunodeficiencia adquirida humana-1 (VIH-1), posee las secuencias necesarias para la 
replicación en bacterias y los elementos para el empaquetamiento en viriones (LTR 5’, 
LTR 3’ y señal ( de empaquetamiento) (Figura 7). El vector 
pRRLFLAG!CEA.TCR&.IRES-EGFP incorpora en una única unidad transcripcional el 
gen del CAR, bajo el control del promotor CMV y el gen marcador de la proteína verde 
fluorescente mejorada (EGFP, del inglés Enhanced Green Fluorescent Protein) bajo el 
control de la secuencia IRES del virus EMCV. El CAR está formado por los genes VH y 
VL del scFv MFE23, que reconoce el antígeno carcinoembrionario (CEA) humano, 
fusionado a la región transmembrana y citoplásmica de la cadena & del complejo TCR-
CD3 (Figura 7). La construcción incorpora la etiqueta peptídica FLAG para facilitar su 
detección en la superficie celular mediante citometría de flujo. 
Para la producción de las partículas virales, la línea celular 293T se cotransfectó de 
forma transitoria con el vector lentiviral de interés (pRRL.IRES-EGFP o 
pRRLFLAG!CEA.TCR&.IRES-EGFP) y con tres plásmidos de empaquetamiento (pMD.G, 
pMDLg/pRRE y pRSVrev) que aportan, en trans, las proteínas estructurales y replicativas 
necesarias para la producción de lentivirus. Las partículas lentivirales (LVEGFP o 
LV!CEA.CAR-EGFP) se concentraron a partir de medio condicionado mediante 
ultracentrifugación y se procedió a la titulación de las partículas físicas (PP) y a la 
 92 
titulación biológica. En el caso de las PP, el título obtenido para ambos vectores 
lentivirales se encontraba en el rango 1 x 107 - 1 x 108 PP/ml, mientras que en el caso de 




Figura 7: Representación esquemática de los vectores lentivirales, de la estructura de un CAR 
de primera generación, y del proceso de activación linfocitaria mediado por la ocupación del 
CAR. (A) Esquema de las construcciones lentivirales pRRL.IRES-EGFP y 
pRRLFLAG!CEA.TCR&.IRES-EGFP. LTR, repeticiones terminales largas (del inglés long terminal 
repeats) necesarias para el empaquetamiento de viriones e integración en el genoma de la célula; '(, 
señal ( de empaquetamiento; RRE, elemento de respuesta a Rev; CMV, promotor constitutivo de 
citomegalovirus; ECMV IRES, sitio interno de entrada del ribosoma del virus de la encefalomiocarditis; 
gag, gen de proteína empaquetadora de las partículas virales; EGFP, gen de la proteína verde 
fluorescente; CAR, receptor de antígeno quimérico. (B) El CAR está estructurado en dos partes: el 
segmento de unión al antígeno (1), compuesto por el scFv MFE23 (anti-CEA) y el segmento 
transmembrana/transductor de señal (2), compuesto por las porciones transmembrana y citoplásmica de 






1.1.2. Transducción de una línea celular T humana con un 
vector lentiviral que codifica un CAR con especificidad 
antitumoral 
La línea celular T humana Jurkat se utilizó como sistema modelo para estudiar la 
expresión de un CAR anti-CEA, y evaluar su potencial para  inducir activación celular 
específica en respuesta a la ocupación del CAR. Con el objetivo de estudiar la 
permisividad del sistema, células Jurkat se infectaron con el lentivirus LVEGFP a distintas 
MDIs Como podemos observar en la Figura  8A,  el sistema tiene una alta eficiencia 
transducción, de modo que una MDI de 1 permite unos niveles de expresión adecuados 
con un número de copias virales/célula bajo. A la vista de tales resultados, las células 
Jurkat se transdujeron con los lentivirus (LVEGFP o LV!CEA.CAR-EGFP) a una MDI de 1.  
 
Figura 8: Análisis fenotípico y/o funcional de las células JurkatEGFP, Jurkat!CEA.CAR y  
Jurkat!
NIP.CAR (A) Análisis por CF de la expresión de EGFP tras la transducción de células Jurkat 
con el LVEGFP a diferentes MDIs en un rango de 0,25 a 10. (B) Análisis de la expresión de EGFP, y 
de CAR  mediante CF (IFI), tras la transducción de células Jurkat con el LV!CEA.CAR-EGFP a una MDI 
de 1. (C) Producción de IL-2 por las células JurkatEGFP y Jurkat!CEA.CAR estimuladas con  el AcMo 
anti-CD3 o células diana (HeLa o HeLaCEA; E:D = 1:1). (D) Análisis de la expresión del CAR 
mediante CF (IFD), tras la transfección de células Jurkat con pCEP4.&NIP.TCR).  
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El análisis por citometría de flujo de las células transducidas, (JurkatEGFP y 
Jurkat"CEA.CAR), reveló que en ambos casos más de un 95% de las células expresaban 
EGFP (Figura 8B). 
!
1.1.2.1. Expresión en la superficie celular 
Para comprobar la expresión en superficie del CAR anti-CEA, las células 
Jurkat&CEA.CAR se marcaron con el AcMo anti-FLAG M2, conjugado con PE. El análisis 
por citometría de flujo demostró que aproximadamente un 60% de las células presentaba 
niveles apreciables de CAR, siendo destacable la considerable heterogeneidad en los 
niveles de expresión (Figura 8B). La diferencia entre los niveles y los patrones de 
expresión del CAR anti-CEA y de la EGFP y podrían atribuibles a la diferente 
localización intracelular de ambas proteínas, así como a la diferente sensibilidad de los 
sistemas de detección. 
 
1.1.2.2. Activación celular mediada por la ocupación del CAR 
Para comprobar la especificidad y la funcionalidad del CAR anti-CEA se cultivaron 
poblaciones de células JurkatEGFP o Jurkat&CEA.CAR , con células CEA- (HeLa) o CEA+ 
(HeLaCEA) y, tras un periodo de incubación de 16 horas, se analizó el nivel de IL-2 en el 
sobrenadante de cultivo. Como se indica en la Figura 8C, el CAR anti-CEA fue capaz de 
activar a las células Jurkat frente a las células HeLaCEA, pero no tenía efecto cuando se 
emplearon células que no expresaban CEA. No se detectó secreción de IL-2 cuando 
poblaciones de células JurkatEGFP se cultivaron con células CEA- o CEA+. Ambas 
poblaciones celulares (JurkatEGFP o Jurkat&CEA.CAR) secretaron niveles similares de IL-2, 
en respuesta a la activación con un AcMo anti-CD3 inmovilizado (Figura 8C). 
 
1.1.3.  Generación de una población de células T que expresan 
un CAR no tumor específico 
Con este objetivo células Jurkat se transfectaron con el vector de expresión episomal 
pCEP4."NIP.TCR#, que codifica un CAR formado por los genes $%!y $& del scFv B1.8, 
que reconoce el hapteno NIP, fusionado a la región transmembrana y citoplásmica de la 
cadena & del complejo TCR-CD3 humano. La expresión en superficie de este CAR anti-
NIP se comprobó mediante citometría de flujo, utilizando un anticuerpo que reconoce la 
cadena Ig lambda (() de ratón, conjugado con PE  (Figura 8D). Aproximadamente un 
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Figura 9: Activación de células T humanas mediada por la ocupación de un CAR. (A) Análisis 
mediante CF de la expresión en superficie de CEACAM5 (CEA) en células HeLaCEA, y de 
moléculas NIP en la superficie de células HeLa, marcadas con 2,5 µg/mL del hapteno NIP 
(HeLaNIP). (B) Análisis mediante CF de la expresión de CD69 (IFD) en células JurkatEGFP , 
Jurkat!CEA.CAR y  Jurkat!NIP.CAR estimuladas con el AcMo anti-CD3 inmovilizado en placa o con 
células HeLa, HeLaCEA o HeLaNIP (E:D = 1:1). 
 
1.2. Expresión de marcadores tempranos de activación 
mediada por la ocupación del CAR 
La expresión de CEA en la superficie de las células HeLaCEA  así como la presencia 
de NIP en la superficie de las células modificadas HeLaNIP se comprobó de manera 
 96 
previa a la realización de un ensayo de activación a pequeña escala utilizando éstas células 
como diana (Figura 9A).  
 
Figura 10: Activación de células T humanas mediada por la ocupación de un CAR. (A) 
Análisis mediante CF de la expresión en superficie de CEACAM5 (CEA) en células HeLa, 
HT1080, MDA-MB-231 y MKN45.(B) Análisis mediante CF de la expresión de CD69 (IFD) en 
células Jurkat , Jurkat!CEA.CAR y Jurkat!NIP.CAR estimuladas con el AcMo anti-CD3 inmovilizado en 
placa o con células HeLa, HT1080, MDA-MB-231 ó MKN45 (E:D=1:1). 
 
Para comprobar la activación celular mediada por la ocupación del CAR, las células 
Jurkat CAR- (JurkatEGFP) y CAR+ (Jurkat&NIP.CAR o Jurkat&CEA.CAR) se cultivaron con 
células HeLa, HeLaCEA, o HeLaNIP. Tras un periodo de incubación de 16 horas, se 
analizó el nivel de expresión de CD69 mediante citometría de flujo. Las células 
Jurkat&CEA.CAR expresaron CD69 en presencia de células HeLaCEA y no lo hicieron tras el 
cocultivo con células HeLa o HeLaNIP. Las células Jurkat&NIP.CAR expresaron CD69 en 
presencia de células HeLaNIP y no lo hicieron tras el cocultivo con células HeLa o 
HeLaCEA (Figura 9B). En ambos casos el nivel de expresión de CD69 fue similar al 
observado en las mismas poblaciones en respuesta a la estimulación con un AcMo anti-
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CD3 inmovilizado (Figura 9B). Las células JurkatEGFP, no expresaron CD69 tras la 
incubación con HeLa, HeLaCEA o HeLaNIP (Figura 9B). 
Para confirmar la especificidad de la activación mediada por el CAR, células Jurkat 
CAR- (Jurkat parentales) o CAR+ (Jurkat&NIP.CAR o Jurkat&CEA.CAR), se cultivaron con 
distintas tipos de líneas tumorales humanas (Figura 10A). Las células Jurkat&CEA.CAR 
expresaron CD69 únicamente tras el cocultivo con la línea tumoral CEA+ MKN45. Las 
células Jurkat CAR- y las Jurkat&NIP.CAR no expresaron CD69 tras la incubación con 





Figura 11: Efecto de una población competidora sobre la activación de las células T 
mediada por por la ocupación de un CAR.  Las células efectoras CAR+ (Jurkat!CEA.CAR) fueron 
estimuladas con células diana CEA+ (HeLaCEA) durante 16 horas en presencia de células 
competidoras CAR- (Jurkat), a una relación E:D variable (desde 100:1 hasta 1:100). La proporción 
de células CAR+ y CAR-  en las mezclas fue comprobada mediante CF (izquierda). La proporción 





1.3. Activación de las células T que expresan un CAR 
con especificidad antitumoral en presencia de 
poblaciones de células T competidoras  que no 
expresan CAR (CAR-) 
En un “contexto policlonal”, en una población de células T que expresen un 
repertorio de anticuerpos, la/s célula/s T que exprese/n un CAR antígeno-específico va/n 
a representar una mínima parte del total celular. Para determinar si células T CAR+ 
constituyen una buena plataforma para la identificación de anticuerpos antígeno-
específicos, se realizaron ensayos de activación células T en presencia de células 
competidoras CAR-. Para ello células Jurkat&CEA.CAR se cocultivaron sobre monocapas de 
células HeLaCEA en presencia de cantidades crecientes de células Jurkat competidoras 
CAR- (100:1 a 1:100) y la expresión de CD69 se evaluó mediante citometría de flujo 
(Figura 11). Nuestros resultados demostraron que la presencia de células T competidoras 
CAR-, no afecto a la activación específica mediada por la ocupación de un CAR con 
especificidad antitumoral. En todos las situaciones estudiadas, el porcentaje de células 
EGFP+ que expresaron CD69 fue cercano al 40% (Figura 11). 
 
 
1.4. Selección de células T que expresan un CAR con 
especificidad antitumoral a partir de mezclas con 
células T competidores (CAR- o células T que expresan 
un CAR no tumor-específico) 
Para determinar si células T CAR+ constituyen una buena plataforma para la 
selección de anticuerpos recombinantes antígeno-específicos, se realizaron ensayos de 
activación-selección de células T en presencia de células competidoras. Para ello, células 
Jurkat&CEA.CAR se mezclaron proporción 1:1000 con células competidoras Jurkat CAR- 
(Figura 12), o con células competidoras CAR+ (Jurkat&NIP.CAR) (Figura 13) y se cultivaron 
sobre monocapa de células HeLaCEA. Tras un periodo de incubación de 16 horas, las 
células T se recuperaron y se marcaron con un AcMo anti-CD69 conjugado con PE, para 
proceder al aislamiento de células EGFP+CD69+, mediante citometría separadora. Las 
células aisladas, Jurkat&CEA.CAR/1S se expandieron in vitro y el porcentaje de células EGFP+ 
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se evaluó mediante citometría de flujo (Figuras 12 y 13), observándose un incremento de 
más de 100 veces en el porcentaje de células EGFP+, independientemente del tipo de 
célula Jurkat competidora CAR- (Figura 12) o CAR+ (Figura 13). Tras su expansión in 
vitro, la población Jurkat&CEA.CAR/1S se sometió a una nueva ronda de activación-selección, 
obteniendo un porcentaje de células EGFP+ (Jurkat&CEA.CAR/2S) cercano al 100% (Figuras 
12 y 13). Por tanto, la activación mediada por la ocupación de un CAR, seguida del 
aislamiento mediante citometría separadora de las células CD69+, resultó en un 




Figura 12: Selección de células T activadas a través de la ocupación de un CAR.  Mezclas de 
células CAR+ (Jurkat!CEA.CAR) y de células CAR- (Jurkat) fueron estimuladas con células diana 
HeLaCEA a una relación E:D de 1:1000, durante 16 horas. Tras el cocultivo, las células T se 
recuperaron, se marcaron con el AcMo anti-CD69 conjugado con PE y se asilaron por citometría 
separadora en base a la coexpresión de CD69 y EGFP. Tras un periodo de expansión de las células 
seleccionadas, se repitió un segundo ciclo de activación/selección. 
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1.4.1 Caracterización funcional y fenotípica de la población 
seleccionada 
Los niveles de expresión de EGFP y CAR de la población obtenida tras la segunda 
ronda de selección Jurkat&CEA.CAR/2S se determinaron mediante citometría de flujo. En 
ambos casos la  intensidad media de fluorescencia (MFI, por sus siglas en inglés Mean 
Fluorescente Intensity) se incrementó notablemente, respecto a la población inicial 
Jurkat&CEA.CAR (Figura 14A). Para determinar la capacidad de activación mediada por la 
ocupación del CAR, se realizaron ensayos de activación con células HeLa o HeLaCEA.  
 
Figura 13: Selección de células T activadas a través de la ocupación de un CAR.  Mezclas de 
células CAR+ (Jurkat!CEA.CAR y Jurkat!NIP.CAR) fueron estimuladas con células diana HeLaCEA a una 
relación E:D de 1:1000, durante 16 horas. Tras el cocultivo, las células T se recuperaron, se 
marcaron con el AcMo anti-CD69 conjugado con PE y se asilaron por citometría separadora en 
base a la coexpresión de CD69 y EGFP. Tras un periodo de expansión de las células seleccionadas, 
se repitió un segundo ciclo de activación/selección. 
 
Como se observa en la Figura 14B las células Jurkat&CEA.CAR/2S se activaron de forma 
específica y expresaron niveles de CD69 similares a los observados en población inicial 
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Jurkat&CEA.CAR  cultivado en las mismas condiciones. Estos niveles fueron similares a los 
observados tras la estimulación con un AcMo anti-CD3 inmovilizado. 
 
1.4.2. Caracterización molecular de la población seleccionada 
El análisis de 20 clones individuales obtenidos a partir de una preparación de ARN 
de la población  Jurkat&CEA.CAR/2S reveló la ausencia de cambios en la secuencia del CAR, 
con respecto a la población CAR+ original (Jurkat&CEA.CAR), con la excepción de 
mutaciones de un solo nucleótido, debidas al proceso de amplificación por PCR utilizado 
en el proceso de caracterización molecular. 
Figura 14: Caracterización fenotípica y funcional de las células CAR
+
 seleccionadas. (A) 
Análisis comparativo de los niveles de expresión de EGFP y CAR en la población inicial 
Jurkat!CEA.CAR y en la población obtenida (Jurkat!CEA.CAR/2S)  tras dos rondas de activación/selección 
sobre células HeLaCEA. (B) Análisis comparativo de la expresión de CD69 en células Jurkat!CEA.CAR 
y Jurkat!CEA.CAR/2S tras la estimulación con el AcMo anti-CD3 inmovilizado en placa o con células 
diana (HeLa o HeLaCEA) a una relación E:D = 1:1. 
 
2. SELECCIÓN IN VITRO  DE ANTICUERPOS 
RECOMBINANTES HUMANOS MEDIANTE LA PLATAFORMA 
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DE SELECCIÓN DE ANTICUERPOS EN LINFOCITOS T 
(Plataforma SALT)  
Para valorar el potencial de la plataforma SALT, se procedió al clonaje de 
distintos repertorios de anticuerpos recombinantes en vectores lentivirales, con el fin de 
generar poblaciones de células T CAR+ “policlonales” y realizar estudios de activación-
selección in vitro frente a células tumorales. Los repertorios se clonaron en un vector 
lentiviral que codifica un CAR como el descrito en el apartado 1 de este trabajo, con la 
porción transmembrana y citoplásmica de la cadena & del complejo TCR/CD3 como 
único segmento de transducción de la señal. Este tipo de CARs, denominados de 
“primera generación”, pueden inducir fenómenos de muerte programada, en situaciones 
de estimulación continuada o alta ocupación del CAR (Alvarez-Vallina & Russell, 1999). 
Este fenómeno de muerte celular inducida por activación (AICD, del ingles Activation 
Induced Cell Death), podría posibilitar la eliminación de “clones autorreactivos”, que 
reconozcan epítopos expresados en la superficie de las células T presentadoras del 
repertorio. 
 
2.1 Construcción de vectores lentivirales que 
codifican repertorios de anticuerpos recombinantes 
humanos en formato CAR (Genotecas SALT) 
2.1.1. Repertorio Griffin.1 
La genoteca sintética de anticuerpos recombinantes humanos en formato scFv 
Griffin.1  se amplificó mediante PCR y se clonó en un sistema de T-A cloning (pCR2.1 
TOPO), para proceder después al subclonaje en el vector lentiviral 
pRRL.FLAG!NIP.TCR&.IRES.EGFP (Figura 15) sustituyendo la región codificante del 
scFv anti-NIP (B1.8) por el repertorio de scFvs de la genoteca Griffin.1. Se obtuvo así la 
genoteca lentiviral pRRL.FLAGGriffin.TCR&.IRES.EGFP (Genoteca  SALTGriffin) , con 
una diversidad teórica calculada en 1,5 x 105 clones. Para la producción de partículas 
virales, la línea celular 293T se cotransfectó de forma transitoria con el vector lentiviral 
generado y con tres plásmidos de empaquetamiento que aportan, en trans, las proteínas 
estructurales y replicativas necesarias para la producción de partículas lentivirales 
(LVGriffin.CAR-EGFP). Tras 48 horas el medio de cultivo se recogió, se filtró y se procedió a 
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la titulación de las PF y a la titulación biológica. Con ambos procedimientos se obtuvo un 
título de 1 x 107/ml. 
 
2.1.2. Repertorio Tomlinson 
La genoteca sintética de anticuerpos recombinantes humanos en formato scFv 
Tomlinson I+J se amplificó mediante PCR y se clonó en el vector 
pRRL.FLAG!NIP.TCR&.IRES.EGFP (Genoteca SALTTomlinson) , sustituyendo la región 
codificante del scFv anti-NIP (B1.8) por el repertorio de scFvs de la genoteca Tomlinson 
I+J (Figura 15). Se obtuvo así la genoteca lentiviral 
pRRL.FLAGTomlinson.TCR&.IRES.EGFP, con una diversidad teórica calculada en 1 x 
105 clones distintos. Debido a que la diversidad del repertorio Tomlinson I+J fue menor 
que la del repertorio Griffin 1., se decidió utilizar éste último para la generación de 
poblaciones que expresasen el repertorio de anticuerpos en formato CAR. 
 
Figura 15: Representación esquemática del proceso de clonado de un repertorio de Acs 
humanos en un vector lentiviral. Las secuencias codificantes de los scFv se amplificaron mediante 
PCR partir de preparaciones de ADN de la genoteca sintéticas Griffin.1 o Tomlinson I+J, y se 
clonaron en el vector lentiviral pRRLFLAG!NIP.TCR)-IRES-EGFP para generar los vectores 
pRRLFLAGGriffin.TCR)-IRES-EGFP y pRRLFLAGTomlinson.TCR)-IRES-EGFP, respectivamente. 
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2.2 Transducción de células T humanas para la 
expresión del repertorio de anticuerpos en formato 
CAR 
Células Jurkat se infectaron con el genoteca LVGriffin.CAR-EGFP a una MDI de 1. La 
expresión de EGFP y del CAR en las población resultante (JurkatGriffin.CAR) se evaluó 
mediante citometría de flujo (Figura 16). El porcentaje de células EGFP+CAR+ fue del 
3%. Por tanto, la eficiencia de transducción de las células T con el lentivirus “policlonal” 
LVGriffin.CAR-EGFP es menor que con los lentivirus “monoclonales” LV!CEA.CAR-EGFP y 
LVEGFP. Teniendo en cuenta que se infectaron de 2 x 107 células Jurkat y que la 
diversidad total del repertorio era de 1,5 x 105, se consideró que el repertorio de Acs 
humanos derivado de la genoteca Griffin.1 en formato CAR, estaba enteramente 
representado en la población celular obtenida (JurkatGriffin.CAR), incluso considerando un 
porcentaje de células CAR+ tan bajo.  Por tanto, la población JurkatGriffin.CAR se expandió 
para proceder a realizar ensayos de activación-selección con líneas tumorales humanas. 
 
Figura 16: Caracterización fenotípica de la población Jurkat
Griffin.CAR
. Análisis de la expresión 
de EGFP y CAR (IFI) mediante CF tras la transducción de células Jurkat con el LVGriffin.CAR-EGFP a 
una MDI de 1.  
 
2.2.1. Activación de células T que expresan CARs derivados del 
repertorio Griffin.1  
Con el objetivo de evaluar la reactividad de la población “policlonal” JurkatGriffin.CAR, 
se realizó una incubación a pequeña escala con células tumorales humanas HeLa y 
HeLaCEA, a un relación efector:diana de 1:1. Como controles se utilizaron una  población 
 105 
CAR- JurkatEGFP y la población CAR+ “monoclonal” Jurkat&CEA.CAR. Tras 16 horas las 
células T se marcaron con un AcMo anti-CD69 conjugado con PE (Figura 17).  
 
Figura 17: Caracterización funcional de la población Jurkat
Griffin.CAR
. Análisis mediante CF de 
la expresión de CD69 (IFD) por células Jurkat , Jurkat!CEA.CAR y JurkatGriffin.CAR estimuladas en 
presencia de células diana (HeLa o HeLaCEA) a una relación E:D = 1:1. 
 
Como se observa en la Figura 17, en ambos casos el porcentaje de células 
JurkatGriffin.CAR que expresaron niveles apreciables de CD69+ fue bajo. Sin embargo, el 
porcentaje de células JurkatGriffin.CAR activadas fue superior en los ensayos con células 
HeLa que en los ensayos de activación con células HeLaCEA (Figura 17). Por este motivo 
se eligieron las células HeLa como población diana para el proceso de activación-
selección in vitro. La población “monoclonal” Jurkat&CEA.CAR, se activó específicamente 
en presencia de células HeLaCEA, mientras que las células CAR- JurkatEGFP, no 
expresaron CD69 tras la incubación con HeLa o HeLaCEA (Figura 17). 
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2.3. Selección in vitro  de anticuerpos recombinantes 
humanos frente a antígenos expresados en la superficie 
tumoral mediante la plataforma SALT  
Para la selección in vitro de anticuerpos con especificidad frente a antígenos de 
superficie de las células HeLa, se realizaron ensayos de activación-selección de la 
población de células T CAR+ “policlonal” (JurkatGriffin.CAR) sobre una monocapa de 
células HeLa. Tras 16 horas de cocultivo, las células T se recuperaron y se marcaron con 
un anti-AcMo CD69 conjugado con PE, para proceder al aislamiento mediante 





















Figura 18: Selección de células T a partir de la población JurkatGriffin.CAR. La población 
JurkatGriffin.CAR se estimuló con células diana HeLa. Tras el cocultivo, las células T se recuperaron, 
se marcaron con el AcMo anti-CD69 y se aislaron mediante citometría separadora en base a la 
coexpresión de CD69 y EGFP. Tras un periodo de expansión de las células seleccionadas, se 
repitieron dos ciclos adicionales de activación/selección.  
 
Tras la primera ronda de activación-selección se obtuvo un 1% de células doble 
positivas (Figura 18).  Tras el aislamiento mediante citometría separadora y expansión in 
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vitro, se evidenció que un 55% de las células expresaban niveles intermedios/bajos de 
EGFP (Figura 18). A partir de esta población (JurkatGriffin.CAR/1S) se procedió a realizar 
una segunda ronda de activación-selección en las mismas condiciones, tras la que se 
observó un 3,5% de las células EGFP+CD69+. Tras su aislamiento y expansión, el 
porcentaje de células EGFP+ en la población resultante fue superior al 90% (Figura 18). 
Esta población (JurkatGriffin.CAR/2S), se sometió a una tercera ronda de activación-selección 
sobre una monocapa de células HeLa, obteniéndose un 6% de células EGFP+CD69+. 
Tras su aislamiento y expansión (JurkatGriffin.CAR/3S), el porcentaje de células EGFP+ fue 
del 100% (Figura 18). 
 
2.3.1. Caracterización fenotípica y funcional 
Las población original (JurkatGriffin.CAR) y las poblaciones obtenidas 
(JurkatGriffin.CAR/1S, JurkatGriffin..CAR/2S y JurkatGriffin.CAR/3S) se analizaron mediante CF para 
estudiar los niveles de expresión de EGFP y CAR. Como se observa en la Figura 19, la 
expresión de la EGFP, aumentó tras cada ronda de activación-selección, mientras que la 
expresión del CAR no varió significativamente. Sin embargo, en ensayos de activación 
mediante cocultivo a pequeña escala de células HeLa con la población original 
(JurkatGriffin.CAR) y con las poblaciones obtenidas (JurkatGriffin.CAR/1S, JurkatGriffin..CAR/2S y 
JurkatGriffin.CAR/3S), se observó que el nivel de expresión de CD69 aumentaba 
notablemente en la poblaciones obtenidas tras la segunda y tercera ronda de activación-
selección  (Figura 20).  
 
Figura 19: Caracterización fenotípica de las poblaciones Jurkat
Griffin.CAR 
obtenidas tras las 
distintas rondas de selección/activación. Análisis comparativo de la expresión de EGFP y CAR 
en la población inicial (JurkatGriffin.CAR) y las poblaciones seleccionadas tras una (JurkatGriffin.CAR/S1), 
dos (JurkatGriffin.CAR/S2) o tres (JurkatGriffin.CAR/S3) rondas de activación/selección sobre células HeLa. 
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Para evaluar la reactividad de las poblaciones obtenidas tras cada ronda de 
activación-selección frente a otras líneas tumorales humanas se realizaron ensayos de 
cocultivo a pequeña escala con células de HT1080 (fibrosarcoma), y células MDA-
MB-231 (adenocarcinoma mamario). El análisis por CF indica cierto grado de 
activación tanto en la población original (JurkatGriffin.CAR) como en las poblaciones 
obtenidas tras cada ronda de activación-selección (JurkatGriffin.CAR/1S, JurkatGriffin..CAR/2S 
y JurkatGriffin.CAR/3S), en los cocultivos con HT1080 y MDA MB-231, aunque los 
niveles de expresión de CD69 eran inferiores a los observados en los cocultivos de las 
mismas poblaciones con células HeLa (Figura 21B). La población control Jurkat CAR- 
no se activó frente a ninguna línea tumoral, y la población CAR+ monoclonal 




Figura 20: Caracterización funcional de las poblaciones JurkatGriffin.CAR obtenidas tras las 
distintas rondas de selección/activación Análisis por CF de la expresión de CD69 por células 
Jurkat, JurkatGriffin.CAR, JurkatGriffin.CAR/S1, JurkatGriffin.CAR/S2 y JurkatGriffin.CAR/S3 estimuladas en 
presencia de células diana (HeLa) a una relación E:D = 1:1. 
 
2.3.2. Caracterización molecular de las poblaciones 
seleccionadas 
2.3.2.1. Estudio de diversidad clonal 
El ARN total de la población original (JurkatGriffin.CAR) así como de las poblaciones 
obtenidas tras cada ronda de activación-selección (JurkatGriffin.CAR/1S, JurkatGriffin..CAR/2S y 
JurkatGriffin.CAR/3S), fue purificado para proceder a la obtención del ADNc mediante 
retrotranscripción. La secuencia de los scFvs fue amplificada mediante PCR y clonada 




















Figura 21: Caracterización funcional de las poblaciones JurkatGriffin.CAR obtenidas tras las 
distintas rondas de selección/activación (A) Análisis por CF de la expresión de CD69 por células 
Jurkat y Jurkat!CEA.CAR estimuladas en presencia de células diana (HeLa, HeLaCEA, HT1080 ó 
MDA-MB-231) a una relación E:D = 1:1. (B) Análisis por CF de la expresión de CD69 por células 
JurkatGriffin.CAR, JurkatGriffin.CAR/S1, JurkatGriffin.CAR/S2 y JurkatGriffin.CAR/S3 estimuladas en presencia de 




En cada población se seleccionó aleatoriamente una muestra de 200 clones y se 
realizó un estudio de la diversidad clonal. En primer lugar en 51 clones se realizó un 
estudio de huella de ADN (fingerprinting), mediante PCR y digestión con la enzima de 
restricción de corte frecuente BstNI (Figura 22). De los 51 clones seleccionados de cada 
población, un 5% resultaron ser clones vacíos (scFv-). De los clones scFv+ 
aproximadamente un 30-40% de los clones presentaban el mismo patrón de huella de 
ADN (Figura 22). El análisis mediante secuenciación reveló que el clon repetido era el 
scFv B1.8, procedente del vector pRRL.FLAG!NIP.TCR&.IRES-EGFP utilizado para el 
clonaje del repertorio Griffin.1. Esta proporción del clón contaminante, se mantuvo 
constante a lo largo del proceso de selección, ya se estimó durante el clonaje del 
repertorio Griffin.1, mediante el recuento del número de colonias obtenido tras la 



















Figura 22: Estudio de la diversidad clonal mediante la huella de ADN (fingerprinting). 
Análisis mediante electroforesis en gel de agarosa del producto de la digestión con la enzima BstNI 
de las reacciones de PCRs realizadas a partir de los clones seleccionados de las poblaciones 
JurkatGriffin.CAR y JurkatGriffin.CAR/S1. El 30-40% de los clones presentaban el mismo patrón de 
fingerprinting (números marcados en rojo), tanto en la población JurkatGriffin.CAR como en la 
población JurkatGriffin.CAR/S1. El análisis mediante secuenciación reveló que el clon repetido era B1.8.  
En la población JurkatGriffin.CAR/S1, se observaron clones repetidos (marcados en amarillo y azul), 
consecuencia del proceso de enriquecimiento debido a la activación/selección. 
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Se consideró que los CAR contaminantes anti-NIP no afectaban al proceso de 
selección, ya que su proporción se mantuvo constante a lo largo del proceso de selección. 
El estudio de huella de ADN reveló que en la población original (JurkatGriffin.CAR) no había 
otros clones repetidos, aparte del clon B1.8 (Figura 22).  
Sin embargo, el número de clones repetidos incrementaba significativamente a 
medida que se aumentaba el número de rondas de activación-selección. Estos datos se 
confirmaron mediante la secuenciación de ADN. Se secuenciaron 200 clones de cada 
ronda de selección además de 200 clones de la población original. Los clones 
seleccionados se agruparon en función de las semejanzas en la secuencia de las regiones 
VH y VL (Anexo I).  Se comprobó que en el repertorio naif (preselección) todos los 
clones eran diferentes. Se observaron algunos clones que compartían genes VH o VL, 
pero cuyas CDRs eran diferentes, con un predominio de  la familia VH1 y VL1 y VL2. En 
el Anexo I se pueden observar las proporciones de las familias VH y VL, siendo 
destacable la ausencia de representación de ciertas familias, como la VH2 o la VL5, VL6, 
VL7, VL8 y VL10. Tras la primera ronda de selección, se observó la presencia de algunos 
clones repetidos, al menos 1 vez, que no se observaron en el repertorio preselección. Es 
interesante destacar la presencia de algunos clones con la misma secuencia, que difieren 
únicamente en la región CDR3 (Anexo I). Tras la tercera ronda de activación-selección, 
se observa un gran enriquecimiento clonal, y una diversidad del repertorio mucho menor 
(Anexo I).  En todas las rondas de activación-selección se observaron clones idénticos a 
excepción de la secuencia de la CDR3 (VH o VL), lo que podría indicar que algunos 
clones pueden estar reconociendo distintas zonas de la misma molécula.  
 
Tabla VI Selección de clones de scFv para expresión en eucariotas 
Ronda de selección Clones 
S1 58, 64, 66, 86, 90, 99, 107, 111,132  
S2 2, 10, 25, 30, 35, 36, 76, 77, 128 
S3 16, 26, 38, 45, 90, 97, 102, 109, 160, 169, 193  
 
 
2.3.2.2. Expresión y purificación de los anticuerpos 
seleccionados 
En base al análisis de secuencias se seleccionaron varios scFvs de cada ronda de 
selección-activación para realizar un análisis más detallado. Se seleccionaron clones (i) 
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presentes en más de una ronda de selección, (ii) clones que se encontraban repetidos más 
de dos veces en la misma ronda de selección y (iii) clones que compartían la misma 
secuencia a excepción de una de las CDRs (normalmente la CDR3 de la VL). Los 29 
clones elegidos (Tabla VI), no estaban presentes en el repertorio original (preselección). 
Los 29 scFvs seleccionados (CARbodies) se clonaron en el vector de expresión procariota 
pAB2, en marco con el peptido señal pelB y con las etiquetas peptídicas myc y 6His en el 
extremo C-terminal. Se transformaron bacterias E. Coli TG1 con los 29 plásmidos y se 
procedió a la expresión a pequeña escala, de los scFvs en el sobrenadante bacteriano. Los 
sobrenadantes se analizaron mediante SDS-PAGE y transferencia Western en 
condiciones reductoras. El revelado con el AcMo anti-myc indicaba que el patrón de 
migración correspondía al tamaño molecular teórico aproximado de un scFv # 28 kDa 
(Figura 23A).  
 
Figura 23: Evaluación de la reactividad de los clones seleccionados a partir de las distintas 
rondas de activación/selección frente a células HeLa. (A) Análisis mediante transferencia 
Western de los sobrenadante de células HB2151 estimuladas con IPTG. La detección se 
realizó con un AcMo anti-myc y un Ac de burro anti-IgG de ratón conjugado con IRDye800. (B) La 
reactividad de los diferentes scFvs (CARbodies) seleccionados se determinó mediante ELISA frente 
a células HeLa fijadas al aire. La detección se realizó utilizando un AcMo anti-c-myc y un Ac de 
cabra anti-IgG de ratón conjugado con HRP. 
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Con excepción de algunos clones (S3.16, S1.99, S2.35, S2.36, S2.128, S3.16 y 
S3.38), que se secretaban en cantidades muy limitantes, la mayor parte de los scFvs se 
detectaron, en concentraciones que oscilaban entre 200 ng/ml y 1,2 µg/ml, calculadas 
mediante densitometría. 
 
2.3.2.3. Evaluación de la especificidad de los anticuerpos 
seleccionados 
Se procedió a expresar de nuevo los 29 CARbodies, conservando en este caso las 
fracciones periplásmica y osmótica, en lugar del sobrenadante de cultivos bacterianos. 
Para evaluar la especificidad clonal se realizó un ELISA frente a células HeLa fijadas al 
aire (Figura 23B). De esta manera, se comprobó que al menos 14 de los 29 CARbodies 
analizados reconocían de manera específica las células HeLa, pero lo que era más 
importante, se comprobó que el número de clones específicos se incrementaba tras cada  
ronda de selección (Figura 23B). De los 29 CARbodies analizados, se seleccionaron los 
clones S3.45, S3.97 y S3.109 por ser clones dominantes de la tercera ronda de activación-
selección que presentaron una señal importante en el ELISA frente a células HeLa, 
utilizando tanto el sobrenadante de cultivo bacteriano como la mezcla de las fracciones 
periplásmica y osmótica. Estos CARbodies se expresaron a mayor escala (50 ml), y se 
purificaron a partir de las fracciones periplásmica y osmótica mediante IMAC.  
Considerando que los scFvs han sido seleccionados en el contexto de un CAR 
expresado en la superficie celular T, y que la estrecha interacción (sinapsis) entre la célula 
T y la célula diana puede favorecer el acceso a epítopos cercanos a la superficie de la 
membrana celular, y en consecuencia inaccesibles para los anticuerpos solubles, se 
decidió estudiar la especificidad de los CARbodies purificados, mediante el marcaje de 
células HeLa previamente tratadas con hialuronidasa. La hialuronidasa modifica la 
permeabilidad del glicocálix celular de las células epiteliales (Fritsch et al, 1975; Gao & 
Lipowsky, 2010), mejorando la accesibilidad a las proteínas de membrana. La unión de 
los scFvs purificados a las células diana (HeLa y HeLaCEA) se evaluó mediante IFI en 
células, tratadas y no tratadas con Hialuronidasa, con los CARbodies purificados, seguido 
del marcaje con el AcMo anti-c-myc y un un Ac de cabra F(ab’)2 anti-IgG de ratón 




Figura 24: Evaluación de la reactividad de los clones seleccionados frente a células HeLa. La 
reactividad de los CARbodies purificados S3.97, S3.109 y S3.45 frente a las células HeLa, tratadas y 
no tratadas con Hialuronidasa, se evaluó mediante CF. Como control de marcaje se usaron los scFv 
purificados B1.8 (anti-NIP) y MFE23 (anti-CEA), frente a células HeLa y HeLaCEA en las mismas 
condiciones. 
 
El estudio por CF (Figura 24) demostró que el tratamiento con hialuronidasa 
favorecía la interacción de los Acs con la superficie celular. Igualmente, se observó que el 
clon S3.109 era el CARbody  que presentaba valores de MFI más altos, seguido del 
S3.97. El S3.45 presentó unos valores muy bajos. En los tres casos, se observó que 
además de producirse un incremento en la MFI, existía un pequeño porcentaje de células 
que eran reconocidas con alta intensidad. Estos datos sugieren que el/los Ag/s 
reconocido/s por los CARbodies (i) se expresa/n a niveles bajos en células HeLa, y/o (ii) 
que tiene/n un patrón de expresión heterogénea, y puede/n estar expresándose a niveles 
más altos en una subpoblación de células HeLa. Por este motivo, no es posible comparar 
estos perfiles, con los obtenidos con el scFv MFE23 usado como control, ya que se trata 
de un scFv de alta afinidad, que reconoce un epítopo muy accesible en el CEA, que se 
expresa a niveles altos y de forma homogénea en células HeLaCEA. En cualquier caso, los 
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CARbodies seleccionados, pueden ser de utilidad en un protocolos de terapia adoptiva 
con células T genéticamente modificadas CAR+, ya que en ese contexto Ags expresados a 
niveles bajos pueden inducir una adecuada activación de las células T (Álvarez-Vallina & 
Russell, 1999; Álvarez-Vallina et al, 2000; Turatti et al, 2007; Morgan et al, 2010). 
 
2.4. Evaluación de los anticuerpos seleccionados 
(CARbodies) en el contexto de un CAR multisegmento.  
2.4.1. Optimización de los CAR 
Los protocolos actuales de terapia adoptiva con células T genéticamente modificadas 
para que expresen CARs en la superficie, utilizan construcciones multisegmento (CARs 
de segunda generación) que incorporan además del segmento intracelular de la cadena & 
del complejo TCR-CD3 dominios derivados de moléculas coestimuladoras, para 
favorecer la activación y supervivencia celular, evitando o minimizando los fenómenos de 
AICD (Álvarez-Vallina!& Russell, 1999; Álvarez-Vallina et al, 2000). Otra modificación 
consiste en la adición de un dominio espaciador extracelular, que permite alejar el scFv 
de la superficie celular T, aumentando notablemente el área de influencia del CAR. 
 
2.4.2. Construcción de un vector lentiviral que codifica un CAR 
multisegmento (CARv1) 
Se diseñó un CAR de segunda generación, que contenía en tándem los siguientes 
segmentos: como segmento de unión, el scFv anti-CEA MFE23; como segmento 
espaciador, la región bisagra de la porción extracelular de CD8!; como segmento de 
anclaje a membrana, la porciones transmembrana de CD28; y como segmento de 
transducción de señales las regiones intracitoplásmicas de CD28 y de TCR& (Figura 25).  
La secuencia de ADN codificante de los dominios espaciador y de transducción de 
señales (CD8&.CD28.TCR)) fue sintetizada por Geneart AG, y se clonó en el vector 
pRRL.FLAG&CEA.TCR)-IRES-EGFP, para obtener el vector  
pRRL.FLAG&CEA.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP (Figura 25). Las partículas lentivirales 





Figura 25: Representación esquemática del vector pRRLFLAG!CEA.TCR&-IRES-EGFP y de 
la estructura del CARv1. (A) LTR, repeticiones terminales largas (del inglés long terminal repeats) 
necesarias para el empaquetamiento de viriones e integración en el genoma de la célula; '(, señal ( 
de empaquetamiento; RRE, elemento de respuesta a Rev; CMV, promotor constitutivo de 
citomegalovirus; ECMV IRES, sitio interno de entrada ribosomal del virus de la encefalomiocarditis; 
gag, gen de proteína empaquetadora de las partículas virales; EGFP, gen de la proteína verde 
fluorescente; CAR, receptor de antígeno quimérico. (B) El CARv1 está estructurado en tres 
segmentos: segmento de unión al antígeno (1), compuesto por el scFv MFE23 (anti-CEA), el 
segmento espaciador o bisagra (hinge) (2) y el segmento de transducción, compuesto por la porción 
transmembrana y citoplásmica del CD28 (3) y la cadena & del complejo TCR-CD3 (4) fusionadas en 







2.4.3. Transducción de una línea celular T humana con un 
vector lentiviral que codifica un CARv1 multisegmento, con 
especificidad antitumoral 
Dado que objetivo era generar una población de células T con altos niveles del 
CARv1 tumor-específico en superficie, las células Jurkat se transdujeron con el 
LV&CEA.CARv1-EGFP a una MDI de 30. La expresión de EGFP, así como de la expresión en 
superficie del CARv1 en la población resultante (Jurkat&CEA.CARv1), se analizaron por CF 
(Figura 26). En CARv1 anti-CEA se expresó mejor que el CAR anti-CEA convencional 
en células Jurkat transducidas con el LV&CEA.CAR-EGFP o con el LV&CEA.CARv1-EGFP a la 
misma MDI (Figura 26).  
 
Figura 26: Caracterización fenotípica de la población Jurkat!CEA.CARv1. Análisis de la expresión 
de EGFP y CAR mediante CF, tras la transducción de células Jurkat con el LV&CEA.CARv1-EGFP a una 
MDI de 30. Como controles de marcaje se emplearon células Jurkat y Jurkat&CEA.CAR. 
 
2.4.3.1. Caracterización fenotípica y funcional  
Para evaluar la funcionalidad del CARv1, se realizó un ensayo de activación a 
pequeña escala con células HeLaCEA, comparando la población Jurkat&CEA.CARv1 con la 
población Jurkat&CEA.CAR. La eficacia de activación, evaluada mediante CF según el nivel 
de expresión de CD69, fue similar en ambas poblaciones (Figura 27). Una vez 
demostrada la funcionalidad del CARv1 anti-CEA, se realizó un ensayo de activación a 
pequeña escala utilizando cantidades decrecientes de células HeLaCEA. 
Como se observa en la Figura 28 en la población Jurkat&CEA.CAR la proporción de 
células diana no alteró de manera significativa la eficacia de activación, mientras que en la 
población Jurkat&CEA.CARv1 la expresión de CD69 aumentaba al reducir el número de 




Figura 27: Caracterización funcional de la población Jurkat!CEA.CARv1. Análisis mediante CF 
de la expresión de CD69 por células Jurkat, Jurkat!CEA.CAR y Jurkat!CEA.CARv1 estimuladas en 
presencia de células diana (HeLa o HeLaCEA) a una relación E:D = 1:1. 
 
2.4.4. Construcción de los vectores lentivirales que codifican 
para los anticuerpos seleccionados (CARbodies) en formato 
CARv1 . 
Una vez comprobada la funcionalidad del CAR multisegmento y optimizado el 
ensayo de activación a pequeña escala, los scFvs S3.45 y S3.109, se clonaron en el vector 
lentiviral pRRL.FLAG&NIP.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP. Las partículas lentivirales 
(LVS3.45.CARv1-EGFP y LVS3.109.CARv1-EGFP)  se obtuvieron y titularon siguiendo los 
protocolos habituales. Mediante titulación biológica se obtuvo un título de 3 x 106 UT/ml 




Figura 28: Caracterización funcional de la población Jurkat!CEA.CARv1 empleando relaciones E:D 
variables. Análisis mediante CF de la expresión de CD69 por células Jurkat!CEA.CAR y Jurkat!CEA.CARv1 
estimuladas en presencia de células HeLaCEA empleando relaciones E:D 1:1, 1:0,6 y 1:0,1. 
 
2.4.4.1. Transducción de células T  
Células Jurkat se transdujeron (MDI 30) con el LVS3.45.CARv1-EGFP o con el 
LVS3.109.CARv1-EGFP. La expresión de EGFP, así como de la expresión en superficie del 
CARv1 en las células transducidas (JurkatS3.45.CARv1 y JurkatS3.109.CARv1), se analizó 
mediante CF (Figura 29). Mientras que la expresión de EGFP era similar en ambas 
poblaciones, el nivel de expresión de CARv1 era mayor en las células JurkatS3.45.CARv1 que 
en las células JurkatS3.109.CARv1. 
 La población JurkatS3.45.CARv1  expresaba niveles de CAR similares a los observados 










Figura 29: Caracterización fenotípica de las poblaciones JurkatS3.109.CARv1 y JurkatS3.45.CARv1. 
Análisis de la expresión de EGFP y CAR mediante CF, tras la transducción de células Jurkat con 
el LVS3.109.CARv1-EGFP o con el LVS3.45.CARv1-EGFP respectivamente a una MDI de 30. Como controles 
de marcaje se emplearon células Jurkat y Jurkat&CEA.CARv1. 
 
2.4.4.2. Evaluación de la funcionalidad y la especificidad de los 
anticuerpos seleccionados (CARbodies) en formato CARv1. 
Para evaluar la funcionalidad de los anticuerpos seleccionados en formato CARv1, se 
realizó un ensayo de activación a pequeña escala con células HeLa, comparando la 
población JurkatS3.45.CARv1  con la población JurkatS3.109.CARv1. Tras 16 horas se comprobó 
que la población JurkatS3.45.CARv1 se activaba de forma mas eficiente y presentaba un 
porcentaje de células CD69+ mayor que en la población JurkatS3.109.CARv1 (Figura 30). El 
porcentaje de células EGFP+CD69+ oscilo ente un 10 y un 13% en función de la relación 
E:D (Figura 30). Este dato es similar al observado en la población de Jurkat&CEA.CARv1 
activada con células HeLaCEA, donde el porcentaje de células EGFP+CD69+ oscilo ente 
un 15 y un 30% en función de la relación E:D; a pesar de tratarse de un CARv1 con un 
scFv de afinidad alta (MFE23). Estos resultados, conjuntamente con los obtenidos con los 
CARbodies solubles, demuestran que los clones seleccionados no sólo reconocen el 
antígeno en la superficie de la célula diana, sino que son capaces de producir la activación 
de las células T en un contexto de CAR multisegmento, validando de esta manera la 
plataforma SALT y la posibilidad de utilizar los  CARbodies en protocolos de terapia 
adoptiva de células T. 
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Figura 30: Caracterización funcional de las células JurkatS3.109.CARv1 y JurkatS3.45.CARv1 . 
Análisis mediante CF de la expresión de CD69 por las células Jurkat y Jurkat!CEA.CARv1 (A) 
estimuladas en presencia de células HeLaCEA empleando relaciones E:D 1:1, 1:0,6 y 1:0,1; o células 
HeLa a una relación E:D=1:1; (B) Análisis mediante CF de la expresión de CD69 por las células 
JurkatS3.109.CARv1 y JurkatS3.45.CARv1 estimuladas en presencia de células diana HeLa empleando 
relaciones E:D 1:1, 1:0,6 y 1:0,1; o células HeLaCEA a una relación E:D=1:1. 
 
Para comprobar la especificidad del anticuerpo S3.45 en formato CARv1 se 
realizaron ensayos de activación de la población JurkatS3.45.CARv1 con células HeLa, 
HT1080 y MDA-MB-231. El análisis de la expresión de CD69 por CF mostró que las 
células JurkatS3.45.CARv1 se activan en presencia de los tres tipos celulares, a pesar de que 








Figura 31: Caracterización funcional de la población JurkatS3.45.CARv1 frente a distintas líneas 
tumorales. Análisis por CF de la expresión de CD69 por las JurkatS3.45.CARv1 estimuladas en 
presencia de células diana (HeLa, HT1080 ó MDA-MB-231) a una relación E:D = 1:0. 
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3. SELECCIÓN IN VIVO  DE ANTICUERPOS 
RECOMBINANTES HUMANOS MEDIANTE LA Plataforma 
SALT  
3.1. Construcción de vectores lentivirales que 
codifican repertorios de anticuerpos humanos 
monodominio (VH) en formato CAR (Genoteca SALTVH) 
Con el objetivo de generar un repertorio de anticuerpos recombinantes humanos 
en formato CAR (Genoteca SALTVH), optimizado para la selección in vivo, se 
construyó el vector lentiviral pRRL.FLAGDAb.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP, a partir 
del vector pRRL.FLAGaNIP.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP. Para ello, la región 
codificante del scFv anti-NIP B1.8, fue sustituida por un repertorio de anticuerpos 
humanos monodominio (VH), derivado de la genoteca sintética DAb. El vector 
pRRL.FLAGDAb.CD8&.CD28.TCR)-IRES-EGFP incorpora en una única unidad 
transcripcional el gen del CAR, bajo el control del promotor CMV y el gen marcador 
EGFP, bajo el control de la secuencia IRES del virus EMCV.  
El CAR está formado por los genes VH del repertorio DAb con una etiqueta 
peptídica señal (FLAG), fusionado al CARv1 (Figura 32A). Diferentes diluciones de la 
suspensión bacteriana transformada con el vector conteniendo el repertorio, se 
sembraron en placas de  medio sólido TYE suplementado con ampicilina para evaluar 
la diversidad potencial del repertorio. En función del número de colonias bacterianas 
obtenido y considerando la cantidad de ADN utilizada para la transformación, se 
calculó la diversidad teórica del repertorio en 5,6 x 105 clones distintos. Las partículas 
lentivirales (LVDAb.CARv1-EGFP) se obtuvieron y se titularon siguiendo los protocolos 
habituales. Mediante titulación biológica se obtuvo un título de 5,5 x 107 UT/ml. 
 
3.2. Transducción de células T humanas para la 
expresión del repertorio. Caracterización fenotípica 
de la población obtenida 
Células Jurkat se transdujeron (MDI 1) con el LVDAb.CARv1-EGFP. El análisis 
mediante CF de las células transducidas (JurkatDAb.CARv1), reveló que más de un 80% de 
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las células expresaban EGFP, mientras que el porcentaje de células que expresaban 
















Figura 32: Representación esquemática del vector 
pRRL
FLAG
DAbLibrary.CD8!.CD28.TCR"-IRES-EGFP y caracterización fenotípica de la 
población Jurkat
Dab.CARv1
. (A) Esquema de la construcción lentiviral. LTR, repeticiones 
terminales largas (del inglés long terminal repeats) necesarias para el empaquetamiento de viriones 
e integración en el genoma de la célula; '(, señal ( de empaquetamiento; RRE, elemento de 
respuesta a Rev; CMV, promotor constitutivo de citomegalovirus; ECMV IRES, sitio interno de 
entrada del ribosoma del virus de la encefalomiocarditis; gag, gen de proteína empaquetadora de 
las partículas virales; EGFP, gen de la proteína verde fluorescente; CAR, receptor de antígeno 
quimérico. El CAR está estructurado en tres segmentos: segmento de unión al antígeno (1), 
compuesto por un repertorio de anticuerpos monodominio (VH) humanos, derivado de la 
genoteca sintética DAb; el segmento espaciador (2) formado compuesto por la región bisagra 
(hinge) de CD8!; y el segmento transductor de la señal (3), compuesto por las porciones 
transmembrana y citoplásmica de la cadena CD28 y la porción intracelular de la cadena & del 
complejo TCR-CD3 fusionadas en tándem. (B) Análisis de la expresión de EGFP y CAR 






3.3. Selección de anticuerpos in vivo  de repertorios de 
anticuerpos VH en formato CAR, en ratones 
portadores de tumor de origen humano 
En estos estudios se utilizaron ratones hembra atímicos desnudos nu/nu de 6 
semanas, en los que se implantaron células HeLa vía s.c. en la región dorsal. Cuando 
los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 0,2-0,3 cm3 se realizaron 
inoculaciones de poblaciones de células Jurkat o de células JurkatDAb.CARv1 por vía i.v., 
vía i.c. o vía i.t. (Figura 33). Los tumores y los órganos (pulmones, hígado, bazo, ganglios 
linfáticos), se extrajeron a distintos tiempos tras la inoculación del repertorio, para 
estudiar la presencia de células Jurkat, así como para intentar su expansión in vitro. 
(Figura 33). 
 
Figura 33: Representación esquemática del proceso de selección de Acs in vivo a partir de 
repertorios de anticuerpos VH en formato CARv1 (Jurkat
Dab.CARv1
). Las células JurkatDab.CARv1 
se inoculan por vía  i.v., i.c. o i.t. en ratones portadores tumores humanos (derivados de la línea 
celular HeLa) implantado en la región subcutánea dorsal. A tiempos distintos tras la inoculación 
de las células JurkatDab.CARv1, se recuperan los tumores y se disgregan mecánicamente para 
proceder: caracterización molecular (1), análisis del porcentaje de células T en el tumor mediante 
CF (2), y expansión de las JurkatDab.CARv1 seleccionadas. 
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3.3.1. Inoculación vía intravenosa del repertorio VH 
Se realizaron dos inoculaciones vía i.v. de 2 x 106 células Jurkat o células 
JurkatDAb.CARv1 con un intervalo de 24 horas. Los animales se sacrificaron 24 horas 
después de la segunda inoculación para proceder a la extracción de los tumores así 
como de diferentes órganos, que se disgregaron mecánicamente para obtener una 
suspensión celular homogénea. La suspensión obtenida se dividió en dos alícuotas. Una 
se expandió in vitro en presencia de IL-2; la otra se marcó con un AcMo anti-CD45 o 
anti-CD3 humano conjugado con PE, para estudiar el porcentaje de células T en 
distintas localizaciones. No se detectó presencia de células Jurkat en ninguna de las 
localizaciones analizadas, mediante CF con un AcMo anti-CD3 humano (Figura 34). 
Igualmente, no fue posible expandir células T a partir de los disgregados tumorales 
cultivados in vitro. 
 
 
Figura 34: Análisis del porcentaje de células T intratumorales en ratones inoculados vía i.v. 
con la población Jurkat
Dab.CARv1
.  Las células T humanas de identificaron mediante CF tras el 
marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo anti-CD3 humano conjugado con PE, en 
ratones que recibieron células Jurkat (C-E), y en ratones que recibieron células JurkatDab.CARv1 (F-
H). Como controles de marcaje se emplearon células JurkatDAb.CARv1 (A) y disgregados tumorales 
de ratones que no recibieron células Jurkat (B). 
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3.3.2. Inoculación vía intracardiaca del repertorio VH 
Se realizó una inyección vía i.c. de 1 x 107 células Jurkat o células JurkatDAb.CARv1. 
Los animales se sacrificaron a las 24 horas o a los 6 días postinoculación para proceder 
a la extracción de los tumores así como de diferentes órganos, que se disgregaron 
mecánicamente para obtener suspensiones celulares homogéneas. En este grupo 
tampoco se detectó presencia de células T en ninguna de las localizaciones analizadas, 
mediante CF con un AcMo anti-CD3 humano (Figura 35). Igualmente, no fue posible 
expandir células T a partir de los disgregados tumorales cultivados in vitro. 
 
Figura 35: Análisis del porcentaje de células T intratumorales en ratones inoculados vía i.c. 
con poblaciones Jurkat
Dab.CARv1
.  Las células T humanas de identificaron mediante CF tras el 
marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo anti-CD3 humano conjugado con PE, en 
ratones que recibieron células Jurkat (B-D) y en ratones que recibieron células JurkatDab.CARv1 (E-
G). Como control de marcaje se emplearon disgregados tumorales de ratones que no recibieron 




3.3.3. Inoculación vía intratumoral del repertorio VH 
Se realizó una inoculación vía i.t. de células Jurkat o células JurkatDAb.CARv1. Los 
animales se sacrificaron a los 30 minutos, a las 24 horas, o a los 4 días postinoculación 
para proceder a la extracción de los tumores así como de diferentes órganos, que se 
disgregaron mecánicamente para obtener suspensiones celulares homogéneas. En esta 
ocasión se sustituyó el AcMo anti-CD3 humano por un AcMo anti-CD45 humano, ya 
que la expresión de CD45 en la población JurkatDAb.CARv1 era superior a la expresión de 
CD3, permitiendo una mejor identificación de las células T en los disgregados 
tumorales (Figura 34A y 36A). Mediante CF se detectaron células CD45+ en todos los 
disgregados tumorales, aunque el porcentaje se redujo al aumentar el tiempo 
transcurrido entre inoculación y extracción (Figuras 36, 37 y 38).  
 
Figura 36: Análisis a los 30 minutos postinoculación, del porcentaje de células T 
intratumorales en ratones inoculados vía i.t. con la población Jurkat
Dab.CARv1
. Las células T 
humanas de identificaron mediante CF tras el marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo 
anti-CD45 conjugado con PE, en tumores de ratones control no inoculados con células Jurkat (B), 
en tumores de ratones inoculados con células Jurkat (C, D) y en tumores de ratones inoculados 
con células JurkatDab.CARv1 (E-G) a los 30 minutos postinoculación. 
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Es importante destacar que el porcentaje de células CD45+  fue superior en los 
disgregados tumorales obtenidos de ratones que recibieron una inoculación i.t. de la 
población JurkatDAb.CARv1 , que en los obtenidos de ratones que recibieron una 
inoculación i.t. de células Jurkat parentales (Figuras 36, 37 y 38). Esto fue especialmente 
evidente en las suspensiones celulares obtenidas a los 30 minutos y a las 24 horas 
postinoculación. Los disgregados tumorales obtenidos se expandieron in vitro y se 
realizó otro análisis mediante CF a los 7 días de cultivo. Como se observa en la Figura 
39 en los cultivos generados a partir de los disgregados tumorales procedentes de 
ratones inoculados con la población JurkatDAb.CARv1/S1, el porcentaje de células T fue 
significativamente mayor que el de los disgregados obtenidos de los ratones inoculados 




















Figura 37: Análisis a las 24 horas postinoculación, del porcentaje de células T 
intratumorales en ratones inoculados vía i.t. con poblaciones Jurkat
Dab.CARv1
. Las células T 
humanas de identificaron mediante CF tras el marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo 
anti-CD45 conjugado con PE, en tumores de ratones control no inoculados con células Jurkat (A), 
en tumores de ratones inoculados con células Jurkat (B, C) y en tumores de ratones inoculados 
con células JurkatDab.CARv1 (D-F) a las 24 horas postinoculación. 
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Las células recuperadas a los 4 días postinoculación (JurkatDAb.CARv1/S1), se 
separaron de las células tumorales mediante centrifugación con gradiente de densidad y 
se expandieron in vitro durante 7 días, para proceder a una segunda ronda de selección 
mediante inoculación i.t. Tras esta segunda ronda, los tumores y los órganos se 
procesaron de la misma manera que en la primera ronda de selección, con la diferencia 
de que el sacrificio de los animales se realizó a los 4 días y 7 días postinoculación. Se 
detectaron células CD45+ tanto a día 4 (Figura 40) como a día 7 (Figura 41), aunque la 
diferencias entre los ratones inoculados con células Jurkat y los inoculados con células 




























Figura 38: Análisis a los 4 días postinoculación, del porcentaje de células T intratumorales 
en ratones inoculados vía i.t. con poblaciones Jurkat
Dab.CARv1
. Las células T humanas se 
identificaron mediante CF tras el marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo anti-CD45 
conjugado con PE, en tumores de ratones control no inoculados con células Jurkat (A), en 
tumores de ratones inoculados con células Jurkat (B, C) y en tumores de ratones inoculados con 
células JurkatDab.CARv1 (D-F) a los 4 días postinoculación. 
 
Las células recuperadas (JurkatDAb.CARv1/S2), se expandieron in vitro y separaron de 
las células HeLa por centrifugación con gradiente de densidad y se extrajo el ARN total, 
que se guardó a -80 ºC para un futuro análisis molecular del repertorio VH obtenido. 
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Figura 39: Análisis del porcentaje de células JurkatDab.CARv1/S1 tras la expansión in vitro. 
Tras la expansión in vitro durante 7 días de los disgregados tumorales recuperados a los 30 
minutos, 24 horas y 4 días de la inoculación por vía i.t. de las células JurkatDab.CARv1, se realizó un 
marcaje con un AcMo anti-CD45 conjugado con PE y se determinó mediante CF la proporción de 
células T seleccionadas, en tumores de ratones control no inoculados con células Jurkat (A), en 
tumores de ratones inoculados con células Jurkat por vía i.t. (B, C, G, H, L, M) y en tumores de 
ratones inoculados con células JurkatDab.CARv1 por vía i.t. (D, E, F, I, J, K, N, O, P) y extraídos a los 
30 minutos (B-F), 24 horas (G-K) y 4 días postinoculación (L-P). 
Figura 40: Análisis a los 4 días postinoculación, del porcentaje de células T intratumorales en 
ratones inoculados vía i.t. con células Jurkat
Dab.CARv1/S1
. La proporción de células T recuperadas 
(JurkatDab.CARv1/S2), a los 4 días postinoculación de células JurkatDab.CARv1/S1, se evaluó mediante CF tras el 
marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo anti-CD45 conjugado con PE, en tumores de ratones 




Figura 41: Análisis a los 7 días postinoculación, del porcentaje de células T intratumorales 
en ratones inoculados vía i.t. con células Jurkat
Dab.CARv1/S1
. La proporción de células T 
recuperadas (JurkatDab.CARv1/S2), a los 7 días postinoculación de células JurkatDab.CARv1/S1, se evaluó 
mediante CF tras el marcaje de los disgregados tumorales con un AcMo anti-CD45 conjugado con 
PE, en tumores de ratones inoculados con células Jurkat por vía i.t. (A, B) y en tumores de ratones 
inoculados con células JurkatDab.CARv1/S1 por vía i.t. (C-F). 
 
 
4. GENERACIÓN DE UN MODELO TUMORAL CON 
VASCULATURA HUMANA PARA LA SELECCIÓN IN VIVO  
DE ANTICUERPOS 
4.1 Diseño de construcciones génicas para la 
expresión del gen de la Luciferasa en células 
endoteliales humanas 
4.1.1. Construcción del vector lentiviral que codifica para el 
gen de la luciferasa de “Photinus pyralis”  
Para construir el vector pRRL-Luc-IRES-EGFP, se clonó la secuencia codificante 
del gen de la luciferasa (Luc) de luciérnaga (Photinus pyralis), extraida del plasmido 
comercial pGL3B, en el plásmido pRRL-IRES-EGFP (Figura 42A). Las partículas 
lentivirales (LVLuc-EGFP) se obtuvieron y se titularon siguiendo los protocolos habituales. 
Mediante titulación biológica se obtuvo un título de 4 x 107 UT/ml. 
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4.1.2. Transducción de células endoteliales humanas 
primarias. Caracterización fenotípica  
Células HUVEC de pase 1 (7,5 x 103 células) se transdujeron con el LVLuc-EGFP 
(MDI 10).  Más del 98% de las células transducidas (HUVECLuc-EGFP) expresaban 
niveles muy altos EGFP (Figura 42B) y la emisión de luz fue de aproximadamente 10 
fotones/segundo/célula (Figura 42C). Para los experimentos in vivo, las células 
HUVECLuc-EGFP fueron utilizadas en pases 3-5 postransducción. 
 
Figura 42: Representación esquemática del vector lentiviral pRRL-Luc-IRES-GFP y 
caracterización fenotípica y funcional de las células HUVEC transducidas. (A) Esquema de 
la construcción lentiviral. LTR, repeticiones terminales largas (del inglés long terminal repeats) 
necesarias para el empaquetamiento de viriones e integración en el genoma de la célula; '(, señal 
( de empaquetamiento; RRE, elemento de respuesta a Rev; CMV, promotor constitutivo de 
citomegalovirus; ECMV IRES, sitio interno de entrada del ribosoma del virus de la 
encefalomiocarditis; gag, gen de proteína empaquetadora de las partículas virales; EGFP, gen de la 
proteína verde fluorescente; Luc, gen de la luciferasa de Photinus pyralis. (B) Análisis mediante 
CF de la expresión de EGFP de las células HUVEC transducidas con el LVLuc-EGFP (HUVECLuc-
EGFP) a una MDI de 10. (C) Propiedades bioluminiscentes de las HUVECLuc-EGFP. Las células 
transducidas HUVECLuc-EGFP se sometieron a diluciones seriadas en placas de 96 pocillos y la 
actividad BLI fue medida tras la adición del sustrato D-luciferina. En el gráfico se muestra la 
emisión media de fotones/segundo/pocillo ±DE de pocillos evaluados por triplicado. 
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4.2. Establecimiento de implantes tumorales con 
vasculatura humana 
En trabajos anteriores (Sanz et al, 2008) hemos demostrado que es posible 
establecer redes vasculares humanas en un contexto murino, mediante la 
coimplantación de una mezcla de HUVEC y células mesenquimales humanas (MSC). 
La vasculatura resultante es funcional y establece anastomosis con el árbol vascular 
murino. Para estudiar la posibilidad de establecer xenotrasplantes de tumores humanos 
con vasculatura humana, mezclas de células de fibrosarcoma humano HT1080, células 
HUVECLuc-EGFP y MSCs (relación 4:4:1) fueron embebidas en Matrigel e inoculadas 
por vía s.c. en el área ventral de ratones atímicos desnudos (nu/un). Estos implantes se 
denominaron implantes tumorales-vasculares (I-TV). Como control se inocularon 
mezclas de HUVECLuc-EGFP y MSC (relación 4:1) embebidas en Matrigel e inoculadas 
por vía s.c. en el área ventral de los ratones. Estos implantes se denominaron implantes 
vasculares (I-V). También se inocularon células tumorales HT1080 sin componente 
vascular , denominados implantes tumorales (I-T). El crecimiento de los implantes se 
determinó mediante la medida del volumen tumoral a distintos tiempos. Las tasas de 
crecimiento tumoral no se vieron afectadas por la presencia de células HUVEC y MSC, 
ya que los implantes I-TV e I-T presentaron un crecimiento similar. Los implantes I-V, 
no modificaron su tamaño (Figura 43B). 
Para cada ratón se realizaron medidas seriadas de la BLI in vivo, comenzando el 
día 1 postimplantación, mediante la inoculacíon del sustrato D-Luciferina por vía i.p. y 
captación de la señal luminiscente utilizando un sistema de imagen molecular (Figura 
43A y C). A día 1 postimplantación, los I-TV mostraron una señal BLI mayor que los I-
V control. A los 7 días postimplantación, todos los implantes mostraron un claro 
descenso en la señal BLI, que fue seguida de un incremento a partir del 10 
postimplantación (Figura 43A y C). Este silenciamiento temporal de la emisión de luz 
seguido de una recuperación de la señal, puede estar relacionado con el tiempo 
requerido para el establecimiento de una red vascular funcional (Koike et al, 2004). La 
emisión de fotones resultó ser mucho mayor en los IT-V que en los I-V control hasta 
día 18 postimplantación, momento a partir del cual los I-TV mostraron una pérdida 
progresiva de la señal, que además mostraba un claro patrón de polarización (Figura 
43A). Ambos procesos podrían estar relacionados con un efecto de dispersión de la 
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señal BLI debida al crecimiento tumoral, y/o con la sustitución de los vasos humanos 
por vasos murinos.  
 
Figura 43: Seguimiento no invasivo del crecimiento y progresión de los implantes 
tumorales vasculares (I-TV), de los implantes tumorales (I-T) y de los implantes vasculares 
(I-V). (A) Imagen de BLI/minuto en un ratón representativo (total n=3 ratones por grupo) a los 
días 1, 10, 16, 21 y 26 tras la implantación de los I-TV e I-V. (B) Seguimiento del crecimiento de 
los implantes I-T e I-TV inoculados por vía s.c. (n=4 ratones por grupo) (C) Cuantificación de la 
señal de BLI en los implantes I-TV e I-V (n=4 ratones por grupo). Medias  ± DE representadas. 
 
4.3. Estudio del origen humano o murino de la 
vasculatura  
Para intentar determinar la/s causa/s del descenso de la señal BLI y poder 
correlacionarlo con posibles cambios morfológicos, los I-TV se recuperaron a distintos 
tiempos postimplantación (días 10, 16 y 21), se procesaron y se tiñeron con 
hematoxilina-eosina. En todos los casos se detectaron estructuras vasculares con lumen 
que contenía eritrocitos (Figura 44A y B). El origen humano o murino de la vasculatura 
!"
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se determinó mediante inmunohistoquímica con un AcMo anti-CD34 humano y un 
AcMo anti-CD34 murino (Figura 44 C-F).  
 
Figura 44: Evaluación histológica de los implantes. (A, B) Análisis mediante hematoxilina & 
eosina de la presencia de estructuras vasculares. El origen humano o murino de la vasculatura se 
determinó mediante inmunohistoquímica con un AcMo anti-CD34 humano (C, D) y un AcMo 
anti-CD34 murino (E, F) a los días 10 (C, E) y 16 (D, F). (G) Los vasos humanos y murinos de los 
implantes I-T o I-TV fueron cuantificados en 5 campos por sección en un total de 4 secciones por 
ratón a días 10, 16 y 21. Medias  ± DE representadas. 
 
A día 10 postimplantación, el 40-50% de los vasos eran de origen humano (Figura 
44G), mientras que a día 16, el componente vascular humano había sido casi 
completamente sustituido por vasos murinos (Figura 44G). A día 21 no se observó 
marcaje con el AcMo anti-CD34 humano. Por tanto, se demostró una correlación entre 
el descenso de la señal BLI y la sustitución por vasos murinos. En el implante control I-
T, todos los vasos eran de origen murino (Figura 44G). 
 
4.4. Efecto de la irradiación sobre el crecimiento 
tumoral y la vasculatura 
4.4.1. Irradiación localizada e irradiación general subletal y 
establecimiento de los implantes tumorales-vasculares. 
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En uno de los modelos, el área de inoculación del implante, situada en la región 
media-ventral del animal, fue irradiada 5 días antes de la inoculación de los I-TV 
utilizando una fuente de electrones a una dosis de 20Gy, suficiente para inhibir la 
angiogénesis local (Udagawa et al, 2007). En el otro modelo, se realizó una irradiación 
general subletal 24 horas antes de la implantación utilizando una unidad de rayos de 
cobalto. Como control se utilizó un tercer grupo de ratones no irradiados. Las 
diferencias entre los grupos irradiados de forma general, irradiados localmente y no 
irradiadiados resultaron ser significativas (p"0,001), tanto en ratones portadores de IT 
























Figura 45: Efecto de la irradiación sobre el crecimiento de los implantes y la densidad 
vascular. (A) Efecto de la irradiación local o general subletal en el crecimiento de los implantes I-TV 
(n=3 ratones por grupo). (B, C) Cambios temporales (días 20 y 30) en la densidad vascular (media ± 
DE de 5 campos por sección en un total de 4 secciones por ratón) en los I-T (B) e I-TV (C) de 
ratones control no irradiados, ratones irradiados de forma general subletal y ratones irradiados de 
forma local (n=3 ratones por grupo). 
 137 
La cinética de crecimiento mostró que en los ratones irradiados localmente, el 
crecimiento tumoral fue significativamente menor (Figura 45A) que en los ratones no 
irradiados y que en los ratones irradiados de forma general.  En cambio, la señal BLI de 
los I-TV de los ratones irradiados localmente, aunque inferior a la señal de los ratones 
irradiados de forma general subletal, era superior a la de los ratones control no 
irradiados (Figura 46A y B). El grupo irradiado subletalmente fue el que presentó la tasa 
de crecimiento tumoral más alta, así como mayor BLI de los tres grupos (Figuras 45A y 
46A y B).  
 
Figura 46: Efecto de la irradiación sobre la señal de BLI en ratones portadores de I-TV. (A) 
Señal de BLI de un ratón representativo de los grupos control no irradiados, irradiados de forma 
general subletal e irradiados de forma local (n=3 ratones por grupo) a días 7, 10, 15, 20 y 30 tras la 
implantación de los I-T o I-TV. (B) Cuantificación de la señal de BLI en los implantes I-TV (n=3 
ratones por grupo) de ratones control no irradiados, irradiados de forma general subletal e irradiados 
de forma local. Medias ± DE representadas. 
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En las dos primeras semanas postimplantación, los I-TV de este grupo mostraron 
un incremento significativo de la señal BLI (Figura 46A y B), pero a partir de este 
momento la señal empezó a disminuir. Aún así se detectó una señal BLI mayor que la 
del grupo control no irradiado, incluso hasta día 30 tras la implantación (Figura 46A y 
B). 
 
Figura 47: Evaluación histológica de los implantes en ratones irradiados. (A-D) Análisis 
mediante hematoxilina & eosina de la presencia de estructuras vasculares en los I-TV de ratones 
no irradiados (A, B) e irradiados de forma general subletal (C, D), a días 20 (A, C) y 30 (B, D) tras 
la implantación. El origen humano o murino de la vasculatura se determinó mediante 
inmunohistoquímica con un AcMo anti-CD34 humano (E-H) y un AcMo anti-CD34 murino (I-L) 
a días 20 (E, G, I, K) y 30 (F, H, J, L) en ratones no irradiados (E, F, I, J) y radiados de forma 
general subletal (G, H, K, L). 
 
 El análisis histológico de los IT e I-TV de los ratones irradiados localmente 
demostró un bajo número de vasos funcionales (aquellos con eritrocitos en su interior) 
en comparación con los implantes de los animales no irradiados (Figura 45B y C). Sin 
embargo, en los ratones irradiados subletalmente, a pesar de que los IT tenían un 
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menor número de estructuras vasculares en comparación con los animales no 
irradiados (p=0,014), los I-TV presentaban mayor densidad vascular que los I-TV de los 
animales no radiados (p=0.004)( Figura 45B y C).  
 
4.4.2 Estudio del origen humano o murino de la vasculatura  
Mientras que en el grupo no irradiado los vasos de origen humano fueron 
sustituidos casi completamente a día 20 por vasos de origen murino (Figura 47 y 48), en 
el grupo de animales irradiados de forma general, los vasos humanos constituían un 
50% de la vasculatura total del implante. Es interesante destacar que los vasos de origen 
murino se encontraban principalmente en la periferia tumoral, mientras que los de 
origen humano se distribuían uniformemente  por todo el área tumoral viable (Figura 
47 y 48). A partir de día 20, los vasos murinos colonizaron de forma progresiva el 
tumor, pero el componente vascular humano continuó constituyendo una parte 
importante de la red vascular, siendo aproximadamente un 30% de la vasculatura 





















Figura 48: Cuantificación temporal de los cambios en la vasculatura humana y murina de 
los implantes en ratones irradiados. Los vasos humanos y murinos de los implantes I-TV de 
ratones control no irradiados y ratones irradiados de forma general subletal fueron cuantificados 











1.  GENERACIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES: 
¿ALTA COSTURA O PRÊT-À-PORTER? 
El desarrollo, por Khöler y Milstein en 1975, de la tecnología del hibridoma para 
obtención de AcMos representó el inicio de una nueva era para la biomedicina. Los 
AcMos se utilizan con fines diagnósticos y terapéuticos. Su uso en pruebas diagnósticas 
in vitro se remonta al año 1981, mientras  que su uso con fines terapéuticos data de 
1986. Concretamente, el primer anticuerpo monoclonal aprobado fue el 
“muromonab”, utilizado para prevenir el rechazo agudo de los trasplantes (Casanova-
Estruch, 2011).  
La obtención de AcMos (murinos o humanos) mediante la tecnología del 
hibridoma es un procedimiento individualizado, ineficiente y muy laborioso (Alta 
Costura), que ha experimentado pocos cambios desde su descripción original (Kohler & 
Milstein, 1975). El procedimiento se inicia con la inmunización de un animal, con el Ag 
o la mezcla antigénica de interés, empleando pautas de inmunización seriadas y 
sustancias adyuvantes (Neuberger, 2002; Rudbach et al, 1995). Tras la inmunización se 
obtienen los linfocitos B activados, y se fusionan, con una célula de mieloma deficiente 
en alguna de las enzimas necesarias para la síntesis de nucleótidos por la vía de rescate. 
Tras la selección de hibridomas apropiado, se realiza el análisis de los sobrenadantes de 
cultivo, y se seleccionan aquel o aquellos hibridomas que expresan el AcMo deseado. 
El último paso del proceso implica la clonación del hibridoma para asegurar su 
monoclonalidad (Magadán, S & González-Fernández, 2004). 
Posteriormente se han desarrollado otros métodos para la obtención de AcMos 
empleando plataformas de selección in vitro de colecciones de genes V humanos (Prêt-
à-Porter) .  Estas plataformas de presentación y selección se basan en tres conceptos 
básicos:  
1. preparación de mezclas complejas (repertorios) de moléculas. 
2. asociación física entre la proteína (fenotipo) y la información genética que lo 
codifica (genotipo). 
3. diseño de métodos de selección que permitan identificar la unión específica 
de elementos del “repertorio” creado y el ligando de interés. 
 
Entre ellas cabe destacar las tecnologías de presentación en la superficie de 
microorganismos como bacteriófagos (Hoogenboom, 2005), levaduras (Boder & 
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Wittrup, 1997), bacterias (Martineau et al, 1998) y retrovirus (Urban et al, 2005), así 
como en la superficie de células de mamífero (Cumbers et al, 2002; Zauderer, 2002). 
Existen otras tecnologías que forman complejos entre el Ac y el DNA (Odegrip et al, 
2004; Reiersen et al, 2005), entre el Ac y el ARNm de forma covalente (Wilson et al, 
2001) o, recientemente, el Ribosome Display, donde el Ac forma complejo con el 
propio ribosoma (Hanes & Pluckthun, 1997; Mattheakis et al, 1994). 
Existen varios tipos de repertorios de Acs: repertorios naturales (naif o inmunes), 
repertorios sintéticos y repertorios semi-sintéticos (Ponsel et al, 2011). Los repertorios 
inmunes son generados a partir de células B de donantes inmunizados; mientras que los 
repertorios naif se obtienen a partir de donantes no inmunizados; los repertorios 
sintéticos se basan en el diseño y síntesis de genes in silico; y los repertorios semi-
sintéticos están compuestos por mezclas de CDRs naturales y sintéticos (Ponsel et al, 
2011). Las plataformas de presentación y selección de repertorios de Acs in vitro 
poseen algunas ventajas respecto a la tecnología clásica de generación de Acs in vivo: 
 
1. la selección puede ser aplicada a una enorme variedad de Ags. 
2. las condiciones y la presión selectiva pueden ser adecuadas a los requerimientos 
de cada Ag. 
3. los mecanismos de tolerancia inmunológica no son operativos, por lo que es 
posible generar Acs frente a proteínas muy conservadas evolutivamente. 
 
La TPPF (Phage display) posee numerosas ventajas, comparativamente con otras 
plataformas de selección de repertorios de Acs. La sencillez y robustez de la plataforma, 
así como la estabilidad de los fagos han convertido a la TPPF en el “gold standard” de 
los procedimientos de selección de Acs in vitro. Esta plataforma permite presentar de 
forma eficiente Acs con formatos diferentes: Fabs, scFvs y Acs monodominio VH. Uno 
de los inconvenientes de la TPPF es la pérdida de clones de alta afinidad durante el 
proceso de elución. Se ha documentado que debido a la fortaleza de la interacción Ag-
Ac, los clones de alta afinidad no son recuperados y no es posible infectar bacterias para 
expandirlos (Tabla VII). Otro inconveniente es que el tamaño del repertorio está 
limitado por la eficiencia de transformación bacteriana. Sin embargo, esta limitación se 
puede solventar realizando un gran número de transformaciones (Vaughan et al, 1996), 
llegando con este procedimiento a obtener repertorios de 1012 clones.  
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La TPPF ha sido utilizada in vitro para generar Acs frente a Ags purificados y frente 
a moléculas expresadas en la superficie celular (Molek et al, 2011; Schirrmann et al, 
2011), sin embargo, en contextos de selección in vivo, los bacteriófagos tienen muchas 
limitaciones debido a sus dificultades para atravesar barreras endoteliales, y a la rápida 
pérdida de diversidad ocasionada por la neutralización inmune de las partículas virales 
inoculadas (Palliard, 1998) (Tabla VII). 
 

















































Dab, scFv, Fab, 
IgG 
scFv  Dab, scFv 
Tamaño 30 nm 1 µm 0,1 µm 0,5-5 µm 10 µm 7-15 µm 7-15 µm 
Elución Sí Sí No No No No No 
Diversidad 1011-1012 109-1012 106-108 109-1012 106-107 106-107 106-107 
Extravasación No No No No No Sí Sí 
 
TP1: tecnología de presentación (display); TPA2: tecnología de presentación y activación; LB: 
Linfocitos B; LT: Linfocitos T; 293T: Línea celular de riñón embrionario humano 
 
En la plataforma de presentación y selección basada en retrovirus (TPPR o 
Retroviral display) el tamaño de los repertorios es inferior (#107 clones) al tamaño 
estándar de los repertorios empleados en la plataforma basada en bacteriófagos, sin 
embargo, algunas particularidades de la plataforma, como la omisión del paso de 
elución y el uso de retrovirus replicativamente competentes puede compensar la 
perdida de diversidad clonal. Además de su sencillez metodológica, el uso de células 
humanas para el rescate (infección) y la producción de las partículas virales, evita los 
problemas de perdida de función del Ac, frecuentemente asociados con los cambios de 
huésped. 
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Las plataformas basada en ribosomas (Ribosome display) poseen algunas ventajas 
frente a otras plataformas de presentación y selección: (i) no es necesario realizar ningún 
tipo de transformación celular, por lo que es posible generar repertorios de mayor 
diversidad (1012) que con las metodologías previamente descritas, y además su 
generación es muy sencilla; (ii) la amplificación por PCR puede ser acoplada con 
procedimientos de mutagénesis aleatoria, permitiendo realizar múltiples rondas de 
selección en periodos de tiempo muy cortos; y (iii) la adición de EDTA tras la selección 
permite disociar con gran facilidad el ARNm del ribosoma, sin que ocurra el fenómeno 
de perdida de clones de mayor afinidad frecuentemente observado en la TPPF (Tabla 
VII). Sin embargo, la principal desventaja del Ribosome display radica en la 
inestabilidad del ARNm. Además, la presentación está limitada a proteínas de cadena 
única, normalmente scFvs.  
Las plataformas basadas en bacterias no han tenido gran relevancia para la 
selección de Acs, debido a problemas derivados de la producción de Acs en un sistema 
heterólogo (plegamiento y estabilidad), la presentación multivalente y las dificultad de 
accesibilidad del repertorio. No obstante, a pesar de estos inconvenientes, se han 
publicado múltiples trabajos en los que se utilizan plataformas bacterianas para la 
generación de Acs (Daugherty et al, 1999; Chen et al, 2001).  
Una de las principales ventajas de la plataforma de presentación y selección basada 
en levaduras (TPPL o Yeast display), es la capacidad para exponer moléculas IgG 
nativas, lo cual es imposible con las plataformas basadas en virus (Ponsel et al, 2011). Se 
ha postulado que una vez identificado un Ac de interés, esta particularidad podría 
acelerar su aplicabilidad clínica, ya que no sería necesario modificar o reconstituir el Ac 
seleccionado, proceso muy complicado y laboriosos, que puede originar la pérdida de 
función de la molécula resultante (Cuesta et al, 2010). Además, la posibilidad de realizar 
el proceso de selección mediante citometría separadora, permite trabajar con proteínas 
en solución, evitando los cambios conformacionales frecuentemente asociados con el 
proceso de inmovilización. La principal desventaja de esta plataforma, al igual que 
ocurre con otros sistemas de presentación y selección basados en células eucariotas, es 
el tamaño del repertorio, que suele estar entre 106-107 clones (Beerli et al, 2008) (Tabla 
VII).  
Las plataformas de presentación y selección basadas en células de mamífero, y más 
concretamente en células humanas, suponen uno de los mayores retos en el campo de 
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la selección de AcMos debido a las múltiples ventajas que aporta, con respecto a las 
metodologías descritas anteriormente, en cuanto a expresión, plegamiento y 
modificaciones post-traduccionales (Wolkowicz et al, 2005). Por tanto, son muchos los 
esfuerzos que se están realizando para desarrollar plataformas de selección basadas en 
células humanas (Wolkowicz et al, 2005; Ho et al, 2006; Beerli et al, 2008; Taube et al, 
2008). Sin embargo, estas plataformas son aún metodologías emergentes basadas en la 
selección de células cuyos Acs de superficie son capaces de unirse a Ags marcados en 
solución, por lo que se basan en interacciones meramente físicas que requieren 
múltiples rondas de selección para encontrar un Ac de interés. Una de las mayores 
desventajas de la exposición de repertorios en células de mamífero, es la incapacidad de 
manejar repertorios con el elevado número de clones que permiten las plataformas 
virales.  
 
2. PLATAFORMA SALT: UN GRAN “SALTO” EN LA 
SELECCIÓN DE REPERTORIOS 
En este trabajo se describe el diseño, la construcción y caracterización, in vitro e in 
vivo, de una nueva plataforma de presentación y Selección , basada en la Activación  
de Linfocitos T  humanos. En la plataforma SALT, las células T expresan el 
repertorio de Acs en el contexto de un receptor de Ag quimérico (CAR).  
Desde su descripción original en el año 1993, por el grupo del Dr. Zelig Eshhar 
(Gross et al, 1989), se han publicado numerosos trabajos, que han permitido 
profundizar en el conocimiento de la biología de este tipo de receptores quiméricos, 
también denominados: receptores inmunes quiméricos (CIR, del inglés chimeric 
immune receptor) y T-bodies (Eshhar et al, 1993). El concepto de CAR se basa en 
trabajos que demostraron que proteínas de fusión construidas con cadenas del complejo 
TCR/CD3 y dominios extracelulares no relacionados, se  expresaban de forma estable y 
funcional en la superficie de células T transfectadas y que tras su interacción con el Ag, 
transducían señales de activación similares a las observadas tras la interacción fisiológica 
mediada por el complejo TCR/CD3 (Irving & Weiss, 1991; Romeo & Seed, 1991). Esta 
interacción, independiente del MHC, dispara la secreción de citoquinas y puede mediar 
la citolisis de las células diana que expresan el antígeno reconocido por el CAR (Sanz et 
al, 2004). 
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En este trabajo demostramos que en una línea celular T humana que expresan un 
CAR con especificidad anti-tumoral (anti-CEA), construido con la porción 
citoplasmática de la cadena & del complejo TCR/CD3, la ocupación del CAR por el 
ligando específico, expresado en la superficie de una célula tumoral, induce la activación 
linfocitaria: expresión de marcadores de activación y secreción de citoquinas, a niveles 
similares a los observados tras la activación con un AcMo anti-CD3 inmovilizado 
El paso limitante de mayoría de las plataformas de presentación y selección de 
repertorios, es el alto porcentaje de clones no específicos resultante (Hoogenboom, 
2005). En la plataforma SALT, la interacción entre el Ag y el Ac, presentado en el 
contexto de un CAR, produce un cambio en la expresión génica de la célula T, lo cual 
se traduce en un cambio fenotípico que nos permite diferenciar a la células T 
portadoras de Acs “específicos y efectivos”, de aquellas células T portadoras de Acs que 
se unen a la diana de forma “no específica o no efectiva” (Figura 49). Empleando 
mezclas celulares predeterminadas, hemos demostrado que la plataforma SALT 
permite detectar y seleccionar células T tumor-específicas con un factor de 
enriquecimiento de al menos 103, tras dos rondas de activación-selección in vitro.  
Es importante destacar que, a partir de una genoteca de scFvs en formato CAR con 
una diversidad teórica de 105, y tras tres rondas de selección-activación in vitro, hemos 
seleccionado varios Acs (CARbodies) que reconocen Ags expresados en la superficie de 
una línea celular epitelial humana procedente de un carcinoma de cérvix.  Los Acs, en 
formato scFv, se aislaron en forma activa a partir de extractos periplásmicos de la cepa 
de E. coli, y fueron fácilmente purificados mediante IMAC. Los CARbodies purificados 
demostraron una excelente estabilidad y capacidad de unión al Ag, expresado en la 
superficie de la célula tumoral. 
Varios estudios han examinado la relación entre la cantidad de CAR expresado en 
superficie y la respuesta celular T (Alvarez-Vallina & Russell, 1999; Turatti et al, 2007). 
En un estudio realizado en el mismo modelo celular y con el mismo tipo de CAR 
(TCR&) se observó que, para una concentración antigénica fija, existe una densidad 
óptima de CAR que permite obtener la máxima secreción de IL-2 (Alvarez-Vallina & 
Russell, 1999). Con densidades de CAR bajas se inducen respuestas submáximas y con 
densidades mayores se induce apoptosis (muerte inducida por activación o AICD, del 
inglés Activation Induced Cell Death). Estos experimentos sugieren que la densidad del 
CAR podría controlar tanto el reconocimiento de la diana como la supervivencia 
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celular. En estudios realizados con células T humanas primarias, la expresión de una 
densidad limitante de CAR impedía la lisis de células que expresaban bajos niveles del 
Ag diana reconocido por el CAR,  pero permitía la lisis eficiente de células que 
expresaban altas densidades de Ag (Weijtens et al, 2000). Recientemente se ha 
demostrado que los este tipo de recetores se activan y modulan negativamente de la 
superficie de las células T primarias, en respuesta a la interacción con el Ag expresado 
en la célula diana, de forma dosis-dependiente (James et al, 2008). Por lo tanto al 
menos tres factores condicionan la actividad de las células T CAR+ (James et al, 2010) 
en “ambientes cargados” de Ag (alta densidad antigénica):  
1. la modulación del CAR, que limita la lisis o activación celular secuencial. 
2. el agotamiento clonal (clonal exhaustion). 
3. la eliminación clonal (delección) de las células T a través de un proceso de 
AICD. 
Aunque no disponemos de evidencias experimentales, es razonable asumir que tras 
un periodo de cultivo continuado de la población de células T transducida con el 
repertorio de Acs en formato CAR, ocurrirá un proceso de eliminación de aquellos 
clones que presenten CARs autoreactivos: receptores de Ag quiméricos con Acs que 
son capaces de reconocer Ag expresados en la superficie de la célula presentadora. El 
resultado final de este proceso de “selección negativa” sería una población que no 
expresa CAR autoreactivos, o que los expresa a un nivel insuficiente para desencadenar 
la activación celular T (Figura 49). Este proceso de “selección negativa” es una gran 
ventaja potencial de la plataforma SALT, respecto a las plataformas convencionales, ya 
que permitirá reducir el número de Acs “irrelevantes” que reconocen Ags expresados 
tanto en la célula presentadora del repertorio, como en la célula diana.  
Otra de las grandes ventajas de la plataforma SALT es la posibilidad de seleccionar 
Acs frente a proteínas presentes en la región de contacto (sinapsis) entre la célula 
tumoral y el linfocito T. Esta habilidad puede permitir generar Acs frente a: 
 
1. proteínas muy  difíciles de “manejar” con otras plataformas de presentación y 
selección, como los receptores asociados a proteína G, que poseen siete 
dominios transmembrana. 
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2.  epítopos “poco accesibles” situados en regiones próximas a la membrana 
celular. Estas regiones no son “visibles” a los repertorios presentados en el 
contexto de plataformas convencionales basadas en partículas virales, bacterias 
o levaduras; que suelen seleccionar Acs frente a epítopos localizados en 
regiones expuestas.   
 
Figura 49: Generación y funcionamiento de la plataforma SALT in vitro e in vivo. La 
población de células T es transducida para expresar un repertorio policlonal en formato CARs y el 
gen marcador de la EGFP (Genoteca SALT). La utilización de un CAR de primera generación 
(TCR&) permitirá la eliminación de clones autorreactivos (“selección negativa”) durante el periodo 
de expansión in vitro de la población, previo al proceso de selección. Esto es debido a un proceso 
de muerte celular programada (AICD) de aquellos clones cuyo CAR reconoce antígenos de 
superficie presentes en la población presentadora del repertorio. Durante el proceso de selección 
in vitro, la genoteca SALT se cultiva con la población de células diana. Las células que expresan 
un CAR específico para alguno de los antígenos de superficie de la célula diana, se activan 
expresando marcadores como CD69, que permiten la “selección positiva” de los clones de interés. 
En un contexto in vivo, la selección del repertorio va a realizarse como consecuencia de la 
extravasación, y de la posterior activación y proliferación de los clones de interés.  
 
Otras ventajas de la plataforma SALT son:  
1. los Acs son seleccionados directamente en células de mamífero, evitando 
así los problemas de estabilidad y funcionalidad frecuentemente asociados 
con el cambio de hospedador, de un sistema procariota a eucariota. 
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2. El sistema de “selección positiva” asociado al proceso de activación del 
linfocitaria evita la necesidad de emplear procedimientos de elución, que 
son responsables de la pérdida de Acs de alta afinidad, durante los procesos 
de selección con plataforma convencionales. 
 
Así pues aunque este tipo de plataformas no permiten manejar grandes repertorios, 
un repertorio más pequeño pero optimizado en términos de conformación, 
accesibilidad y especificidad puede ser más eficiente para generar Acs, que repertorios 
mucho mayores (Mao et al, 2010). Esto podría ser especialmente importante en 
procesos de selección in vivo, donde las células T portadoras del repertorio SALT 
podrían de recircularizar y migrar a los diferentes compartimentos tisulares, a diferencia 
de los virus que son muy inmunogénicos y poco eficientes para realizar procesos de 
extravasación. 
Para las selecciones in vivo empleando la plataforma SALT empleamos un 
repertorio de Acs monodominio VH (Repertorio Dab) en formato CAR de segunda 
generación capaz de mediar señales de activación y de coestimulación a través de un 
único segmento extracelular de reconocimiento. Estos CARs incorporan la región de 
señalización de CD28 en serie con la de la cadena TCR& (Finney et al, 1998; Maher et 
al, 2002; Kowolik et al, 2006; Vera et al, 2006). Se ha demostrado, tanto in vitro como 
in vivo, que estos CARs multisegmento incrementan la actividad antitumoral de las 
células T que los expresan con respecto a los CAR que sólo incorporan la cadena 
TCR& (Finney et al, 1998). Además, la incorporación de moléculas coestimuladoras 
aumenta la supervivencia y proliferación de las células T tras la activación mediada por 
el CAR (Álvarez-Vallina & Russell, 1999; Álvarez-Vallina et al, 2000; Dotti et al, 2009; 
Cartellieri et al, 2010; Jena et al, 2010). Además el CAR incorpora un espaciador 
derivado de la región bisagra de la cadena CD8!, para aportar mayor flexibilidad al 
CAR.  Durante el proceso de selección in vivo los periodos de contacto de la célula T 
con la célula diana pueden ser prolongados, y en este contexto es fundamental 
garantizar la supervivencia y expansión clonal de las células reactivas. La elección del 
repertorio Dab se fundamenta en datos previos obtenidos en el laboratorio que 
demuestran que la selección in vivo de repertorios scFv en un contexto de bacteriofagos 
es muy  ineficiente, probablemente debido a la degradación del Ac recombinante 
(Sánchez-Martín. Comunicación personal). 
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Los estudios in vivo realizados en este trabajo son preliminares. La inoculación por 
vía i.v. de la población T ocasiona la pérdida de una gran parte del repertorio, que va a 
ser retenido en el sistema microcirculatorio pulmonar. La inoculación por vía i.c. evita 
el filtro pulmonar y permite al repertorio acceder al territorio arterial. Los leucocitos se 
acumulan en los sitios de infección e inflamación y parte del tráfico normal de los 
mismos incluye localizaciones como pulmones, ganglios linfáticos, hígado, bazo y 
médula ósea, a partir de las cuales vuelven a recircular (Peters, 1998; Qiao et al, 2008). 
Las células utilizadas para la validación in vivo de la plataforma no son células T 
primarias, se trata de una línea celular T humana de origen tumoral (leucemia), que 
puede presentar un patrón de tráfico anómalo de retención y recirculación 
especialmente en un sistema murino. Por tanto, tras la inoculación sistémica de una 
población de células T humanas, la mayoría de las células van a ser filtradas en diversas 
localizaciones como los pulmones o los ganglios linfáticos, donde pueden ser retenidas 
de manera permanente, afectando así a la eficacia del proceso de selección. Esto podría 
explicar los discretos resultados observados en los ensayos de selección in vivo tras la 
inoculación por vía sistémica (i.v. e i.c.). Estos procesos de retención y recircularización 
no serían un problema para la plataforma SALT en el caso de utilizar células T 
primarias de origen murino. De esta manera, en modelos de xenotrasplante humano, 
una plataforma SALT de origen murino optimizada permitiría la selección de células T 
portadoras de Acs de interés tras un proceso de extravasación mediado por moléculas 
de adhesión celular, y un proceso de retención y activación celular mediado por el CAR 
(Figura 49). Una vez realizada la selección, el CAR de interés podría clonarse en 
linfocitos T humanas para realizar estudios más exhaustivos de terapia adoptiva. 
 
3. SELECCIÓN IN VIVO DE ANTICUERPOS: NUEVOS MODELOS 
ANIMALES 
En relación con la selección in vivo de Acs, así como en la evaluación de posibles 
terapias adoptivas con células T, se hace necesaria la generación de modelos animales 
optimizados, donde tanto el componente tumoral como el vascular sean de origen 
humano. En este trabajo se demuestra que la co-implantación en ratones 
inmunodeficientes, de una mezcla de células humanas, tumorales, endoteliales y 
mesenquimales, permite la formación de xenotransplantes tumorales con redes 
vasculares humanas funcionales. La presencia de lúmenes vasculares con eritrocitos en 
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su interior demuestra el potencial vasculogénico de las células humanas endoteliales y 
mesenquimales, y la formación de anastomosis funcionales con el sistema circulatorio 
murino. 
Recientemente se demostró que la co-implantación en ratones inmunodeficientes, 
de células endoteliales y mesenquimales humanas, originaba la formación de vasos 
humanos estables y funcionales durante mas de tres meses (Sanz et al, 2008; Melero-
Martín et al, 2007; Au et al, 2008). Sin embargo, la generación de redes vasculares 
humanas en un contexto tumoral es mucho más complicado, ya que el tumor produce 
factores proangiogénicos que aceleran el proceso de colonización del tumor por parte 
de la vasculatura murina (Sanz et al, 2009). Con la finalidad de retrasar este proceso de 
colonización por vasos murinos los ratones fueron irradiados de forma previa a la 
implantación. La irradiación local produce daños en las células endoteliales (Budach et 
al, 1993; Dimitrievich et al, 1984) e inhibe la angiogénesis regional (Shinohara et al, 
2005; Sholley et al, 1984). En trabajos previos se ha sugerido que en tumores 
inoculados en tejidos preirradiados, la vasculatura neoformada tiene origen 
vasculogénico (Ahn & Brown, 2008). En nuestro modelo la irradiación local previa a la 
implantación afectó al crecimiento y a la vascularización de forma muy significativa.  
Sin embargo, la irradiación general previa permitió la permanecía de la vasculatura 
humana intratumoral durante al menos un mes. El descubrimiento de que los 
precusores endoteliales derivados de la médula ósea podrían participar en la 
neovascularización (Udagawa et al., 2007), sugiere que este tipo de irradiación podría 
inhibir la colonización vascular murina suprimiendo el reclutamiento de progenitores 
endoteliales derivados de médula ósea. Los vasos de origen murino se localizan 
principalmente en la periferia tumoral, mientras que los vasos humanos se distribuyen 
de forma más homogénea por todo el tumor. La reconstitución hematopoyética 
espontánea tras la irradiación (Charrier et al., 2004), está asociada con la colonización 
del tumor humano por vasos murinos, observada en este trabajo a día 30 post-
implantación de la mezcla célular humana (la recuperación de los valores normales de 
neutrófilos y plaquetas tras la irradiación ocurre entre los días 28 y 38). Esto sugiere que 
las células circulantes derivadas de médula ósea juegan un papel fundamental en la 
vascularización tumoral. En ausencia de colonización por células circulantes, la 
vasculatura tumoral humana se preserva. 
En resumen, en este trabajo hemos desarrollado un modelo de vasculatura tumoral 
humana en ratones inmunodeficientes, en el que el componente vascular humano 
 154 
permanece funcional durante un largos periodos de tiempo. Este modelo será de 
utilidad para estudiar aspectos básicos del proceso de vascularización tumoral, para la 
evaluación de nuevos fármacos, así como para la identificación de nuevas dianas 
moleculares asociadas con el proceso de neovascularización. Además la permanencia 
del componente endotelial humano puede ser monitorizado mediante procedimientos 
tecnológicos no invasivos como  la bioluminiscencia. La adición de otros componentes 
presentes en el microambiente tumoral (fibroblastos o monocitos), podría permitir la 































I. En una línea celular T humana que expresan un CAR de primera generación,   
construido con la porción citoplasmática de la cadena & del complejo TCR/CD3, la 
ocupación del CAR por el ligando específico, expresado en la superficie de una 
célula tumoral, induce la activación linfocitaria: expresión de marcadores de 
activación y secreción de citoquinas, a niveles similares a los observados tras la 
activación con un AcMo anti-CD3 inmovilizado. 
 
II. La activación mediada por la ocupación de un CAR, seguida del aislamiento 
mediante citometría separadora de las células CD69+, permite detectar y seleccionar 
células T tumor-específicas con un factor de enriquecimiento de al menos 103, tras 
dos rondas de activación-selección in vitro. 
 
III. A partir de una genoteca de scFvs en formato CAR de primera generación, con una 
diversidad teórica de 105 y tras tres rondas de selección-activación in vitro, hemos 
seleccionado varios Acs que reconocen Ags expresados en la superficie de una línea 
tumoral humana. 
 
IV. Los Acs seleccionados (CARbodies), se aislaron en forma activa a partir de extractos 
periplásmicos de la cepa de E. coli, y fueron fácilmente purificados mediante 
cromatografía. Los CARbodies purificados demostraron una excelente estabilidad y 
capacidad de unión al Ag, expresado en la superficie de la célula tumoral. 
 
V. Los Acs seleccionados son funcionalmente activos in vitro en el contexto de un 
CAR de segunda generación, en el que un segmento derivado de la molécula co-
estimuladoras CD28 se inserta en serie con la cadena TCR&. 
 
VI. Los procesos de selección in vivo deben ser optimizados para definir la vía y dosis 
de administración idóneas, así como el tipo de célula presentadora del repertorio. 
 
VII. Mediante la irradiación general subletal de ratones inmunodeficientes, animales 
de manera previa a la implantación subcutánea de xenotransplantes tumorales-
vasculares En este trabajo se demuestra que la co-implantación en ratones 
inmunodeficientes, de una mezcla de células tumorales, endoteliales y 
 158 
mesenquimales de origen humano, permite la formación de xenotransplantes 
tumorales con redes vasculares humanas funcionales 
 
VIII. Usando aproximaciones basadas en la irradiación de animales de manera 
previa a la implantación subcutánea de xenotransplantes tumorales-vasculares, es 
posible establecer un modelo animal de tumor humano con redes vasculares 
humanas, cuya evolución puede seguirse a través de un método no invasivo de 
captación de bioluminiscencia.  
 
IX. Este modelo animal puede resultar de gran utilidad para estudiar mecanismos 
básicos de proceso angiogénico, así como para seleccionar AcMos in vivo y 
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ANEXO I: relación de clones representativos de cada genoteca 
 
ANEXO I (A)  
Genoteca Griffin naif 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
31 VH1 DP-3+IGHV1-f*01 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
70 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
42 VH3 DP-39/HC16-8 VL1 IGLV1-41*01 
110 VH1 VP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL1 IGLV1-47*01 
26 VH1 DP-4/VH1.45+IGHV1-45*02 VL1 VL1-18, IGLV1-50*01 
109 VH1 DP-1/HC15-1 VL3 V2-1, IGLV3-1*01 
29 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL1 IGLV1-47*01 
2 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
17 VH5 V186.2, 186.2, VHJ558, 
J558.75.177, IGHV152*01 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
68 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
76 VH1 COS-14/HC15-5 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
85 VH6 IGHV6 VL3 L25, IGKV3/OR2-
268*02, IGKV3D-7*01 
93 VH1 DP10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
107 VH1 DP-75/VI2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
12 VH1 DP-5/VI-24P+, VH1-24, IGHV1-
24*01 
VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
32 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
111 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
52 VH1 DP-25/VI-3b+, IGHV1-3*01 VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
55 VH1 DP-25/VI-3b+, IGHV1-3*01 VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
16 VH1 DP-3+IGHV1-f*01 VL9 IGLV9-49*01 
13 VH4 DP-71/3d197d…+, VH4-59, 
IGHV4-59*09, IGHV4-59*01 
VL9 IGLV9-49*01 
40 VH1 DP-1/HC15-1 VL9 IGLV9-49*01 
28 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
35 VH1 DP-5/VI-24P+, VH1-24, IGHV1-
24*01 
VL2 A2, IGKV2D-29*01 
25 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL1 04, 014, IGKV1D-37*01 
14 VH1 DP-3+IGHV1-f*01 VL2 IGKV2 
84 VH1 DP-4/VH1.45+IGHV1-45*02 VL2 A3, A19, IGKV2D-
28*01, IGKV2-28*01 
103 VH5 V186.2, 186.2, VHJ558, 
J558.75.177, IGHV152*01 
VL2 A2, IGKV2D-29*01 
79 VH1 VH1-58, IGHV1-58*02 VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
100 VH1 DP-75/VI2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL2 A3, A19, IGKV2D-
28*01, IGKV2-28*01 
94 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL1 L5, IGKV1-12*02, 
IGKV1-12*01 
106 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL1 L5, IGKV1-12*02, 
IGKV1-12*01 
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ANEXO I (A)  
Genoteca Griffin naif 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
64 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 L19, IGKV1D-12*01 
62 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 (24, IGKV1D-8*01 
96 VH1 DP-10, hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
97 VH3 V3-53+, VH3-53, IGHV3-53*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
95 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL4 B3, IGKV4-1*01 
69 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL1 VL1, IGLV1*01 
99 VH7 VHSM7.a4.108, IGHV14-4*02 VL4 76con, 4-56, ap4, 
IGKV4-57*01 
21 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
81 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
30 VH6 IGHV6 VL2 A7, IGKV2D-24*01 
65 VH6 IGHV6 VL3 L25, IGKV3/OR2-
268*02, IGKV3D-7*01 
24 VH4 IGHV6 VL3 V2-1, IGLV3-1*01 
10 VH6 IGHV6 VL1 (GLV1-47*01 
98 VH6 IGHV6 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
63 VH4 VH5/4d76…+DP-63/VH4-21…+, 
VH4-34, VGH4-34*01 
VL1 IGLV1-40*02 
71 VH4 DP-66/V71-2…+, IGHV4-61*07, 
IGHV4-61*01 
VL2 V1.4, IGLV2-14*01 
47 VH3 DP-39/HC16-8 VL1 (GLV1-41*01 
23 VH4 IGHV4 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
72 VH3 DP-45 VL2 V1-7, IGLV2-23*03, 
IGLV2-23*01 
91 VH3 V3-53+, VH3-53, IGHV3-53*0) VL1 V1-11, IGLVI-36*01 
ANEXO I (B)  
Genoteca Griffin post-selección 1 (S1) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
35 VH1 hv1f10t, DP7/21-2…+, VH1-46, 
IGHV1-46*03, IGHV1-46*01 
VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
67 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01) 
VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
119 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
69 VH1 DP-15/V1-8+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL2 A3, A19, IGKV2D-
28*01, IGKV2-28*01 
25 VH1 DP-3+, IGHV1-f*01 VL2 A7, IGKV2D-24*01 
135 VH1 DP-3+, IGHV1-f*01 VL3 A27, IGKV3-20*01 
75 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL2 A2, IGKV2D-29*01 
99 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL2 A17, IGKV2-30*01 
146 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL2 A17, IGKV2-30*01 
4 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
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ANEXO I (B)  
Genoteca Griffin post-selección 1 (S1) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
102 VH3 DP31/V3-9P…+VH3-9, IGHV3-
9*01 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
114 VH1 DP-25/VI-3b, IGHV1-3*01 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
66 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
145 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
58 VH1 DP-1/HC15-1 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
80 VH1 DP-1/HC15-1 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
47 VH1 DP-5/VH1-24P+VH1-24, IGHV1-
24*01 
VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
55 VH1 DP-4+, VH1-45, IGHV1-45*02 VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
79 VH1 DP-1/HC15-1 VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
64 VH1 DP-1/HC15-1 VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
108 VH1 hv1f10t, DP7/21-2…+, VH1-46, 
IGHV1-46*03, IGHV1-46*01 
VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
53 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
9 VH6 (GHV6 VL1 V1-11, IGLV1-36*01 
111 VH6 IGHV6 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
132 VH6 IGHV6 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
59 VH6 IGHV6 VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
90 VH6 IGHV6 VL1 04, 014, IGKV1D-
37*01, IGKV1-37*01 
131 VH6 IGHV VL1 O4, O14, IGKV1D-
37*01, IGKV1-37*01 
112 VH6 GHV6 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
15 VH4   VL9 IGLV9-49*01 
34 VH3 GHV3 VL1 V1-11, IGLV1-36*01 
83 VH3 DP-45 VL2 V1-7, IGLV2-23*03, 
IGLV2-23*01 
121 VH4 VH5/4d76…+, DP-63/VH4.21…+, 
VH4-34, IGHV4-34*01 
VL2 V1-7, IGLV2-23*03, 
IGLV2-23*01 
18 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 V1-17, IGLV1-47*02 
96 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 V1-17, IGLV1-47*02 
2 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 V1-17, IGLV1-47*02 
45 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL1 V1-18, IGLV1-50*01 
40 VH1 DP-10/HV1051…+, IGHV1-69*01 VL1 V1-11, IGLV1-36*01 
140 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
37 VH1 hv1f10t, DP7/21-2…+, VH1-46, 
IGHV1-46*03, IGHV1-46*01 
VL1 IGLV1-47*01 
139 VH1 hv1f10t, DP-7/21-2…+, VH1-46, 
IGHV1-46*03,IGHV1-46*01  
VL1 L24, IGKV1D-8*01 
86 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL1 IGLV1-47*01 




ANEXO I (B)  
Genoteca Griffin post-selección 1 (S1) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
60 VH1 DP-4+, VH1-45, IGHV1-45*02 VL1 IGLV1-47*01 
70 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
91 VH1 COS-14/HC15-5 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
133 VH1 COS-14/HC15-5 VL3 V2-1, IGLV3-1*01 
92 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL1 IGLV1-47*01 
61 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL1 L8, IGKV1-9*01 
63 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL7 IGLV7-46*01 
49 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL1 04, 014, IGKV1D-
37*01, IGKV1-37*01 
56 VH7 (VI-4.1b+, IGHV7-4-1*01 VL1 04, 014, IGKV1D-
37*01, IGKV1-37*01 
31 VH1 DP-10/HV1051…+, IGHV1-69*01) VL1 L24, IGKV1D-8*01 
107 VH1 DP-25/VI-3b, IGHV1-3*01 VL4 B3, IGKV4-1*01 
115 VH1 DP-25/VI-3b, IGHV1-3*01 VL4 B3, IGKV4-1*01 
24 VH1 VH1-58, IGHV1-58*02 VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
16 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL3 A11, IGKV3D-20*01 
28 VH4 DP-68/1.9II…+ 4.42/VH4.13…, 
VH4-28, IGHV4-28*03, IGHV4-
28*01 
VL1 L24, IGKV1D-8*01 
130 VH3 DP-48/13-2+, VH3-13, IGHV3-
13*01 
VL1 O8, O18, IGKV1D-
33*01, IGKV1-33*01 
120 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL1 O8, O18, IGKV1D-
33*01, IGKV1-33*01 




141 VH4 DP-66/V71-2…+, IGHV4-61*07, 
IGHV4-61*01 
VL1 V1-19, IGLV1-51*01 
ANEXO I (C)  
Genoteca Griffin post-selección 2 (S2) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
46 VH4 DP-70/4d68…+, IGHV4-4*02 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
87 VH1 DP-5/VI-24P+, VH1-24, IGHV1-
24*01 
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
135 VH4 DP-69/4d255… VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
138 VH4 DP-68/1.9II…+, 4.42/VH4.13…, 
VH4-28, IGHV4-28*03,IGHV4-
28*01  
VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
10 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
79 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL3 V2-13, IGLV3-19*01 
133 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 IGLV1-47*01 
59 VH1 DP-5/VI-24P+, VH1-24, IGHV1-
24*01 
VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
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ANEXO I (C)  
Genoteca Griffin post-selección 2 (S2) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
92 VH1 DP-1/HC15-1 VL1 IGLV1-47*01 
86 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 IGLV1-47*01 
109 VH1 DP-4, VH1-45, IGHV1-45*02 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
25 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
76 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
2 VH1 DP-3+, IGHV1f*01 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
145 VH1 DP-3+, IGHV1-f*01 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
155 VH1 DP-3+, IGHV1-f*01 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
123 VH1 DP-3+, IGHV1-f*01 VL1 IGLV1-41*01 
39 VH1 DP-1/HC15-1 VL4 V5-1, IGLV4-3*01 
98 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL9 IGLV9-49*01 
12 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL1 08, 018, IGKV1D-
33*01, IGKV1-33*01 
91 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL1 02, 012, IGKV1D-
39*01, IGKV1-39*01 
89 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
71 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 IGKV2 
72 VH1 DP-3+, IGHV1f*01 VL2 A3, A19, IGKV2D-
28*01, IGKV2-28*01 
27 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL9 IGLV9-49*01 
22 VH1 DP-4, VH1-45, IGHV1-45*02 VL3 L25, IGKV3/OR2-
268*02, IGKV3D-7*01 
160 VH1 DP-4+, VH1-45, IGHV1-45*02 VL1 VL1, IGLV1*01 
105 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 011, 01, IGKV2D-
40*01, IGKV2-40*01 
62 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
77 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
140 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
82 VH5 DP-73/V5-51…+, VH5-51, 
IGHV5-51*01 
VL1 L8, IGKV1D-16*01 
102 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 
VL1 L15, IGKV1D-16*01 
30 VH6 IGHV6 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
43 VH6 IGHV6 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
35 VH6 IGHV6 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
3 VH6 IGHV6 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
52 VH6 IGHV6 VL1 V1-11, IGLV1-36*01 
36 VH6 IGHV6 VL1 L8, IGKV1-9*01 
128 VH6 IGHV6 VL1 L8, IGKV1-9*01 
81 VH6 IGHV6 VL1 L15, IGKV1D-16*01 
17 VH6 IGHV6 VL2 A7, IGKV2D-24*01 
134 VH6 IGHV6 VL3 V2-1, IGLV3-1*01 
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ANEXO I (C)  
Genoteca Griffin post-selección 2 (S2) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 




99 VH3 DP-31/V3-9P…+, VH3-9, IGHV3-
9*01 
VL1 L8, IGKV1-9*01 
115 VH3 DP-39/HC16-8… VL1 08, 018, IGKV1D-
33*01, IGKV1-33*01 
148 VH1 DP-15/V1-8+, VH1-8, IGHV1-
8*01 
VL2 A1, IGKV2D-30*01 
159 VH1 COS-14/HC15-5 VL3 L25, IGKV3/OR2-
268*02, IGKV3D-7*01 
146 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 
VL3 A27, IGKV3-20*01 
158 VH1 hv1f10t, DP-7/21-2…+, VH1-46, 
IGHV1-46*03,IGHV1-46*01  
VL3 V2-1, IGLV3-1*01 
ANEXO I (D)  
Genoteca Griffin post-selección 3 (S3) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
45 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
79 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
96 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
109 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 V1-16, IGLV1-44*01 
65 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 V1-17, IGLV1-47*02 
196 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL1 IGLV1-47*01 
88 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
103 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
169 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
127 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
173 VH7 VI-4.1b+, IGHV7-4-1*02 VL8 V3-4, IGLV8-61*01 
3 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 VL2 A17, IGKV2-30*01 
170 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 VL1 L15, IGKV1D-16*01 
102 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 VL1 L15, IGKV1D-16*01 
158 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 VL1 L15, IGKV1D-16*01 
152 VH1 DP-14/V1-18+, VH1-18, IGHV1-
18*01 VL1 L15, IGKV1D-16*01 
26 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
160 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
153 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
117 VH1 DP-1/HC15-1 VL2 A2, IGKV2D-29*01 
193 VH1 DP-1/HC15-1 
VL2 A2, IGKV2D-29*01 
47 VH1 DP-5/V1-24P+, VH1-24, IGHV1-
24*01 VL9 IGLV9-49*01 
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ANEXO I (D)  
Genoteca Griffin post-selección 3 (S3) 
NºClon Familia 
VH 
Nombre del Gen VH Familia 
VL 
Nombre del Gen VL 
5 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
76 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
20 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
22 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
80 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
87 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
12 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
27 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
16 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
159 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
155 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
189 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
142 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
122 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
202 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
211 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
98 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
209 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
200 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
180 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
214 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
148 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
175 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
100 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
183 VH1 DP-2/V71-5+, IGHV1-58*01 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
28 VH1 DP-88/hv1051K…+, VH1-69, 
IGHV1-69*06 VL2 V1-4, IGLV2-14*01 
191 VH1 V3-30+, DP-49/1.9III…+, VH3-30, 
IGHV3-30*18,IGHV3-30*03  VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
217 VH1 V3-30+, DP-49/1.9III…+, VH3-30, 
IGHV3-30*18,IGHV3-30*03  VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
90 VH3 V3-30+, DP-49/1.9III…+, VH3-30, 
IGHV3-30*18,IGHV3-30*03 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
219 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
97 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
177 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
19 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L24, IGKV1D-8*01 
188 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL1 L8, IGKV1-9*01 
177 VH1 DP-10/hv1051…+, IGHV1-69*01 VL2 V1-9, IGLV2-33*01 
38 VH6 IGHV6 VL1 L8, IGKV1-9*01 
163 VH1 DP-75/VI-2…+, VH1-2, IGHV1-
2*02 VL1 IGLV1-47*01 
128 VH3 DP-58/hv3d1EG, IGHV3-48*03 VL1 IGKV1 
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Introduction
The display of foreign polypeptides and proteins on the surface
of viruses or cells provides an important tool for the engineering of
biomolecules and the analysis of their interactions with binding
partners [1–3]. The microbial surface display technologies for
screening antibody libraries include phage, yeast and bacteria
platforms [4]. Cell-free systems, as ribosomal display, are also
available [4].
Although the above mentioned systems have been successfully
used for the isolation of antibodies, concerns may rise about the
lack of post-translational modifications and proper folding of
selected proteins. In order to allow processing of the displayed
antibody in a eukaryotic environment, screening systems based on
viruses and mammalian cells have been described.
The potential of retroviral display for the generation and
screening of eukaryotic expression libraries has been demonstrat-
ed for small peptides [5,6] and antibodies [3,7]. Remarkably,
antibodies selected from retroviral libraries exhibit CDR
sequences clearly different to those of antibodies selected from
phage libraries [3]. We could hypothesize that these differences
arise from the adaptation of molecular parameters, such as codon
usage, polypeptide folding and resistance to inactivation by
mammalian cell proteases. Although other mammalian cell
surface display platforms have been developed [8–11], such
methods, similar to phage and ribosome display, are enrichment
techniques based purely on physical interactions and require
multiple rounds of selection to be carried out. This is an important
drawback; specially taking into account the limited number of
antibodies that can be screened in a mammalian cell-based
platform
In this report, we describe the design and testing of a
mammalian cell surface display platform in T lymphocytes. The
display of single chain antibodies (scFv) on the surface of T
lymphocytes, as a part of a fusion protein mediating signaling, may
ideally link the interaction of scFvs with their antigen to a
demonstrable change in T cell phenotype, due to subsequent
expression of activation molecules. Chimeric immune receptor
(CIR) genes are composed of a recognition unit attached to the
transmembrane and intracytoplasmic sequences of a signalling
molecule derived either from the f chain of the TCR/CD3
complex or from the c chain associated with some Fc receptors
(FcR) [12]. CIRs enable us to target various types of effector cells
toward any tumor-associated antigen (TAA) for which a suitable
mAb exists [13]. These Ag-selective cell therapies have been
designed to convert therapeutically important TAAs, expressed on
the cell surface, into recruitment points of effector functions, and
to address the goal of MHC- and exogenous cytokine-independent
activation of effector cells, highly restricted to tumor areas. Upon
encountering antigen, the interaction of the grafted CIR triggers
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effector functions and can mediate cytolysis of tumor cells [14].
The utility and effectiveness of the CIR approach have been
demonstrated in a variety of animal models where tumor-specific
CIRs drove the adoptive transferred autologous T lymphocytes to
accumulate at the tumor site in vivo and prevented tumor growth
[13,14].
The platform presented in this paper allows a positive selection
based on both the existence of an effective interaction, and the
expression of the early T cell activation marker CD69. The
surface level of CD69 can be used both as a ‘‘quality control’’ of
antibody interaction, and as a sorting parameter. Using a human
T cell line, gene-modified to express a tumor-specific CIR on
their surface, and a human tumor cell line we demonstrated that
combining CIR-mediated activation with FACS sorting of
CD69+ T cells, it is possible to isolate binders to tumor specific
cell surface antigen, with an enrichment factor of 103-fold after
two rounds.
Results
Construction of a lentiviral vector encoding a tumor-
specific CIR
In order to generate a model for validating a selection platform
based on molecular and cellular events associated with T cell
activation, we constructed the HIV-1 based lentiviral vector
pRRL-aCEA-CIR-IRES-EGFP (Fig. 1A), containing a bicistronic
expression cassette encoding a TCRf-based CIR and EGFP, as
reporter gene. The CIR comprises a human immunoglobulin
signal peptide, a FLAG epitope, and the anti-carcinoembrionyc
antigen (CEA) scFv antibody MFE23 [15], fused to the
transmembrane and cytoplasmic regions of the human TCRf-
chain [16].
The human T cell line Jurkat was used as a model system to
express the anti-CEA CIR and to test their ability to initiate T cell
activation in response to tumor specific cell surface antigen. Jurkat
Figure 1. Schematic representation of lentiviral vector constructs. (A) Control monocistronic vector (pRRL-IRES-EGFP) containing only the
enhanced-green fluorescent protein (EGFP) gene and bicistronic vector (pRRL-aCEA-CIR-IRES-EGFP) containing the chimeric immune receptor (CIR)
gene and the EGFP sequence. LTR, long terminal repeats; DGAG, ATG-deleted group specific antigen; RRE, Rev-responsive cis-acting element; CMV
promoter; ECMV IRES, enceohalomyocarditis virus internal ribosomal entry site. (B) FACS analysis of EGFP expression after transduction of Jurkat cells
with EGFP encoding lentiviral vectors at different MOIs, ranging from 0.25 to 10. (C) FACS analysis of EGFP and cell surface CIR expression after
transduction of Jurkat cells with CIR-EGFP encoding lentiviral vectors at MOI of 1.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g001
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cells were transduced with VSV-G pseudotyped lentiviral vectors
encoding EGFP at different MOIs and flow cytometry analysis was
used to evaluate the level of EGFP expression (Fig. 1B). Since
transduction at low MOIs did not result in a substantial decrease of
the EGFP expression, Jukat cells were infected atMOI 1 with VSV-G
pseudotyped lentiviral vectors encoding both EGFP alone (EGFP) or
anti-CEA CIR and EGFP (aCEA-CIR-EGFP), to ascertain
expression of a single antibody species per infected cell. Flow
cytometry analysis (Fig. 1C) revealed that in both cases over 95% of
the cells were EGFP+. Analysis of cell-surface CIR expression
demonstrated than approximately 60% of JurkataCEA-CIR-EGFP cells
expressed the FLAG-tagged anti-CEA CIR at detectable levels,
although there was considerable heterogeneity in the absolute levels
of expression (Fig. 1C). The difference between the absolute levels of
EGFP and CIR expression may be due to the different characteristics
and location of both proteins.
Antigen-specific activation of T cells expressing tumor-
specific CIRs
We then examinated the activity of the FLAG-tagged anti-CEA
CIR as a functional receptor molecule. JurkataCEA-CIR-EGFP cells
could be activated to secrete IL-2, upon antigen-mediated ligation
of their binding domain by plastic immobilized CEA (iCEA) or
membrane-bound CEA (mCEA) (Fig. 2). We next investigated the
expression of the very early activation antigen CD69 in
JurkataCEA-CIR-EGFP and JurkatEGFP cells co-cultured overnight
in the presence of CEA-negative (HeLa) or CEA-positive
(HeLaCEA) cells (Fig. 3A). The results of a representative
experiment are shown in Figure 3B. On average CD69+ cells
accounted for 40610% of JurkataCEA-CIR-EGFP cells stimulated
with CEA-positive cells. This result is similar to that observed after
stimulation of JurkataCEA-CIR-EGFP cells with plastic immobilized
anti-CD3 mAb (Fig. 3B). In these conditions the peak expression
of cell surface CD69 occurred between 12 and 24 h (data not
shown). Stimulation of JurkataCEA-CIR-EGFP and JurkatEGFP cells
with plastic immobilized anti-CD3 mAb or stimulation of
JurkataCEA-CIR-EGFP cells with HeLaCEA cells resulted in a marked
increase in EGFP reporter expression as compared to unstimu-
lated cells (data not shown).
We have demonstrated previously that an anti-NIP CIR is able to
mediate specific recognition of its cognate antigen, either immobi-
lized (NIP-BSA conjugates) or expressed on a cell surface, resulting
in the production of IL-2 by transfected Jurkat T cells [16,17]. The
CIR comprises a human immunoglobulin signal peptide, the anti-
NIP scFv antibody B1.8, fused to the transmembrane and
cytoplasmic regions of the human TCRf-chain [17]. In the current
study, we found consistently that anti-NIP CIR-expressing Jurkat
cells (JurkataNIP-CIR) could be specifically triggered, after incubation
with NIP-modified target HeLa cells (HeLaNIP), to express CD69
(Fig. 3B). The level of CD69 expression was similar than that
observed in the same cell population in response to plastic-
immobilized anti-CD3mAb (Fig. 3B). Importantly, T cell activation
remained strictly antigen-specific with NIP-negative HeLa or
HeLaCEA cells unable to induce CD69 expression in JurkataNIP-
CIR cells (Fig. 3). JurkatEGFP cells or JurkataNIP-CIR could not be
stimulated by HeLa or HeLaCEA cells (Fig. 3).
To further demonstrated the specificity of CIR-mediated
activation, CIR-negative parental Jurkat cells or CIR-positive
Jurkat cells (JurkataCEA-CIR-EGFP or JurkataNIP-CIR) were co
cultured with a panel of human unmodified tumor cell lines
(Fig. 4). Only JurkataCEA-CIR-EGFP cells expressed CD69 after co
culturing with CEA-positive MKN45 cells (Fig. 4). Parental Jurkat
cells or anti-NIP CIR-expressing Jurkat cells (JurkataNIP-CIR) could
not be activated to express CD69 with any of the tumor cell
lines tested (Fig. 4). Furthermore, the viability of JurkatEGFP,
JurkataCEA-CIR-EGFP and JurkataNIP-CIR cells was not affected
when co-cultured for 16 hours in the presence of different types
of target cells (data not shown).
Antigen-specific activation of T cells expressing tumor-
specific CIRs in the presence of competitor populations
We next studied the effect of competitor non-transduced Jurkat
T cells on T cell activation mediated through the anti-CEA CIR.
JurkataCEA-CIR-EGFP cells were cultured on HeLaCEA monolayers
in the presence of increasing amounts of CIR-negative competitor
Jurkat cells, and the expression of CD69 was analyzed by flow
cytometry (Fig. 5). Our results indicate that in all these conditions
the presence of competitor cells did not affect the CIR-mediated
induction of CD69 expression (Fig. 5). At effector-to-competitor
ratios ranging from 100:1 to 1:100 the percentage of the EGFP+
cells that expressed CD69 was kept close to 40% regardless of the
number of competitor cells.
Selection and enrichment of T cells expressing tumor-
specific CIRs
To determine whether T cells expressing CIRs on their surfaces
could serve as a platform for screening and isolating binders to
tumor specific cell surface antigen, JurkataCEA-CIR-EGFP cells and
CIR-negative non-transduced Jurkat cells (Fig. 6) or CIR-positive
transfected Jurkat cells (JurkataNIP-CIR) (Fig. 7) were mixed at
decreasing concentrations of the former, with a total number of
36107 and incubated overnight with confluent monolayers of
HeLaCEA cells, and the sensitivity of the isolation and enrichment
process evaluated. Mixed Jurkat T cells were recovered from the
tumor cell monolayer by EDTA treatment, ficoll purified, washed
twice with medium and incubated with anti-CD69 PE mAb. At a
mixing ratio 1:1000 a single round of selection by direct FACS
sorting of EGFP+CD69+ cells, resulted in a two-log enrichment of
anti-CEA CIR expressing JurkataCEA-CIR-EGFP cells, from the
background CIR-negative Jurkat cell population (Fig. 6) or CIR-
positive JurkataNIP-CIR cells. The sorted JurkataCEA-CIR-EGFP/1S
population was propagated and submitted for an additional round
of activation/selection on HeLaCEA cell monolayers. After staining
with anti-CD69 PE mAb and FACS sorting nearly 100% of the
cells expressed EGFP (JurkataCEA-CIR-EGFP/2S). Overall, CIR-
mediated activation of T cells combined with FACS sorting of
CD69-expressing activated T cells resulted in a 103 fold-
enrichment in a tandem two-step round of selection.
Figure 2. IL-2 production by JurkatEGFP and JurkataCEA-CIR-EGFP
cells stimulated either with plastic immobilized anti-CD3 mAb
or target cells (E:T=1:1; HeLa or HeLaCEA) for 48 hours.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g002
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Functional and phenotypic characterization of selected T
cells expressing tumor-specific CIRs
After the second round of activation/selection, the selected
population (JurkataCEA-CIR-EGFP/2S) was expanded and charac-
terized phenotypic and functionally. JurkataCEA-CIR-EGFP/2S cells
showed higher levels of EGFP and cell surface FLAG-tagged anti-
CEA CIRs (with MFI values enhanced ,2-fold) than the initial
JurkataCEA-CIR-EGFP cells (Fig. 8A). JurkataCEA-CIR-EGFP/2S cells
could be activated to express CD69 or to produce IL-2, upon
interaction with membrane-bound CEA (mCEA) or immobilized
anti-CD3 mAb (Fig. 8B). Sequence analysis of antibody variable
domains of 20 individual clones revealed no differences between
the initial JurkataCEA-CIR-EGFP cells and the selected Jurkat
JurkataCEA-CIR-EGFP/2S cells with the exception of punctual
one-nucleotide changes, derived from the PCR amplification
(data not shown).
Discussion
In this study, we describe the design and use of a mammalian
display platform to select scFv antibodies on complex mixtures of
antigens expressed on cell surfaces. A limiting step in the selection
by cell panning of phage antibodies is the high background
binding of non-specific phages [4]. To overcome this limitation,
we designed a positive selection method based on the display of
scFv antibodies on the surface of T lymphocytes, in the context of
activating molecules. The use of a chimeric scFv-TCRf receptor
as a display fusion partner may result in gene expression in
successful cases of interaction.
In fact, we demonstrated that upon encountering specific
antigen on tumor cell surface, human T cells harboring anti-tumor
scFv-TCRf receptors are able to undergo specific activation,
including up-regulation of the early T-cell activation marker
CD69. Combining CIR-mediated activation with FACS sorting of
Figure 3. CIR-mediated activation of human T cells. (A) Cell-surface expression of CEACAM5 (CEA) and NIP-modified molecules on HeLa,
HeLaCEA and HeLa cells labeled with 2.5 mg/mL of the hapten (HeLaNIP). (B) FACS analysis of CD69 expression by JurkatEGFP, JurkataCEA-CIR-EGFP and
JurkataNIP-CIR stimulated either with immobilized anti-CD3 mAb or target cells (E:T = 1:1; HeLa, HeLaCEA or HeLaNIP) for 16 hours.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g003
T Cell Antibody Selection
PLoS ONE | www.plosone.org 4 September 2009 | Volume 4 | Issue 9 | e7174
CD69+ T cells it is possible to detect and purify tumor-specific T
cells with an enrichment factor of at least 103-fold after two
rounds. However, the strength of this lymphocyte display platform
does not rely only on the enrichment factor, but in rescuing
functional scFv antibodies capable of forming a functional immune
synapse.
Recent studies have established that multidomain constructs
comprising the signaling region of CD28 in series with the
signaling domain of the TCRf chain (dual scFv-CD28-TCRf
chimeric receptor) mediated enhanced cytokine production, and
preserved cell viability [18]. Dual CIR with optimized spacer
sequences, to provide accessibility and extended orientation, are
ideal for surface display of antibody libraries in T lymphocytes.
In addition to the advantages of all mammalian expression
libraries this novel positive selection T cell–surface display system
avoids the use of elution procedures so that high affinity antibodies
cannot get lost during selection. Furthermore, the interface
between the tumor cell and the CIR-expressing T cell might
allow selecting human antibodies towards their cognate antigens
when present in their natural setup. Antibodies against trans-
membrane cell surface proteins that are difficult to purify in a
native conformation and against epitopes that are not visible with
the current display technologies might benefit from this platform.
The use of lentiviral-based vectors allows to precisely dose
infection rates, ensuring expression of no more than one antibody
per cell. However, one major drawback of antibody screening in
mammalian cells is the relative small number of cells that can be
handled at time. Thus, whereas phage display routinely allows for
the screening of 1012 clones in a single panning round [2], the
throughput of a mammalian screening procedure in an one-
antibody-per-cell format is in the range of 106 to 107 clones that
can be analyzed concomitantly [8].
This ‘‘repertoire diversity’’ limitation might be ameliorated
thanks to its better fit to specific scenarios, for example in vivo
selections. Systemically administered bacteriophages have to survive
destruction by immune effector mechanisms [19]_which counts for
a fast depletion in vivo_, avoid non-specific adhesion to vessel walls
[20] and avoid sequestration by organ systems such as the Kuppfer
cells [21], thus, diminishing the actual repertoire size at the ‘‘point of
selection’’ (whether a solid tumor, a disease model, organ-specific
vasculature, etc). In addition phage particles represent an inert
carrier, with void or limited extravasation ability, which allows the
recovery of displayed peptides homing preferentially to the target
tissue due to their binding to tissue-specific vascular receptors [22],
but poses further restrictions for the in vivo selections beyond the
luminal surface of the vasculature. The present platform overcomes
these limitations: unlike viral particles, immune effector cells can
migrate actively and efficiently through microvascular walls, and
penetrating the core of solid tumors. In this context, a repertoire of
systemically administered CIR-display T lymphocytes can move
Figure 4. CIR-mediated activation of human T cells. (A) Cell-surface expression of CEACAM5 (CEA) on HeLa, HT1080, MDA-MB-231 and MKN45
cells. (B) FACS analysis of CD69 expression by Jurkat, JurkataCEA-CIR-EGFP and JurkataNIP-CIR stimulated either with immobilized anti-CD3 mAb or target
cells (E:T = 1:1; HeLa, HT1080, MDA-MB-231 or MKN45) for 16 hours.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g004
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through the circulatory and lymphatic systems and extravasate
actively towards the site of tissue damage. We could select tumor-
specific T cells as consequence of a process of extravasation,
mediated by cellular adhesion molecules, and of a process of
retention and activation, mediated by the CIR.
Materials and Methods
Cells and culture conditions
293T cells (human embryo kidney epithelia; CRL-11268),
HeLa cells (human cervix carcinoma; CCL-2), HT-1080 cells
(human fibrosarcoma; CCL-121), MKN45 cells (human stomach
adenocarcinoma; JCRB-0254), and MDA-MB231 cells (human
breast adenocarcinoma; HTB-26) were grown in DMEM
supplemented with 10% (vol/vol) heat-inactivated FCS, (Invitro-
gen Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), referred as to
DMEM complete medium (DCM). Jurkat clone E6-1 (TIB-152)
cells were maintained in RPMI-1640 (Invitrogen Life Technolo-
gies) supplemented with heat inactivated 10% FCS, referred as to
RPMI complete medium (RCM). All of these cell lines were
obtained from the American Type Culture Collection (Rockville,
MD, USA). HeLaCEA cells [23] were grown in RCM supple-
mented with 750 mg/ml G418 (Invitrogen Life Technologies). All
cell lines were routinely screened for the absence of mycoplasm
contamination by PCR using the Mycoplasm Plus TM Primer Set
(Stratagene, Cedar Creek, TX, USA).
Hapten modification of target cells
HeLa cells were extensively washed in PBS, counted, and
adjusted to a concentration of 107/mL. A fresh 50 mg/ml solution
of NIP-CAP-Osu (succinimide ester of 3-nitro-4-hydroxy-5-
iodophenylacetic acid spaced with caproic acid) (Sigma Biosci-
ences, St. Louis MO, USA) in dry dimethylformamide was added
to the cell suspension to give a final concentration of 2.5 mg/mL.
The cells were incubated for 1 hour at 37uC and then washed
three times with 15 mL of cold PBS supplemented with 10% FCS.
Antibodies and reagents
The monoclonal antibodies (mAbs) used included: M2 (anti-FLAG,
Sigma Biosciences); 9E10 (anti-c-myc, Abcam, Cambridge, UK),
C6G9 (anti-human CD66e/CEA, Sigma Biosciences); BD1690 (anti-
HIV p24, Abcam); SPVT3b (anti-human CD3, Zymed, San
Francisco, CA, USA) and BG5 (biotinylated anti-human IL-2,
Endogen,Woburn,MA, USA). For direct staining, the PE-conjugated
FN50 mAb (anti-human CD69, BD Biosciences, San Jose´, CA, USA)
was used. The polyclonal antibodies used included: rabbit anti-human
IL2 (Endogen), horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-
mouse IgG (Fc specific; Sigma Biosciences); PE-conjugated goat
F(ab’)2 fragment anti-mouse IgG (Fcc Fragment Specific, Jackson
Immuno Research, Newmarket, UK); and biotinylated goat anti-HIV
p24 (Abcam). Streptavidin-HRP polymer, human IL-2, and human
Figure 5. Effect of competitor populations on CIR-mediated T
cell activation. CIR-positive JurkataCEA-CIR-EGFP effector (E) cells were
stimulated with CEA-positive target cells for 16 hours in the presence of
increasing amounts of CIR-negative Jurkat competitor (C) cells. The
expression of CD69 on E:C ratios ranging from 100:1 to 1:100 was
measured by FACS on pre-activation (left panels) and post-activation
(right panels) mixtures.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g005
Figure 6. Selection of CIR-activated T cells. JurkataCEA-CIR-EGFP
effector (E) cells and CIR-negative Jurkat competitor (C) cells at a E:C
mixing ratio 1:1000 were stimulated with CEA-positive target cells for
16 hours and further sorted on the basis of EGFP and CD69 expression.
After a period of cell expansion the activation/selection cycle was
repeated.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g006
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CEA were from Sigma Biosciences and HIV-p24 core protein was
from Jena Bioscience GmbH (Jena, Germany).
Vector construction and preparation of lentiviral vector
stocks
The HIV-derived four-plasmid system was kindly provided by
D. Trono (Department of Microbiology and Molecular Medi-
cine, University of Geneva, Switzerland). The transfer vector
pRRL-IRES-EGFP contains a cytomegalovirus (CMV) promot-
er that drives an enhanced-green fluorescent protein (EGFP)
expression cassette [24]. To construct the vector pRRL-
FLAGaCEA-TCRf-IRES-EGFP, the plasmid pVAC.aNIP-
TCRf was digested with NotI and XbaI to remove a PstI site
and religated to form pVAC.aNIP-TCRf-Not/Xba in which an
oligonucleotide carrying the FLAG sequence (Table 1, oligonu-
cleotides 1 and 2) was introduced between XmaI and PstI to
generate the plasmid pVAC.FLAGaNIP-TCRf-Not/Xba. The
coding sequence was restored by inserting the HindIII/BstEII
fragment from plasmid pVAC.FLAGaNIP-TCRf-Not/Xba into
the HindIII/BstEII digested backbone of plasmid pVAC.a-
NIP.TCRf rendering the plasmid pVAC.FLAGaNIP-TCRf.
The MFE-23 scFv gene (aCEA) was PCR amplified from
pVAC.aCEA-TCRf with primers 3 and 4 (Table 1) and the
sequence was verified using primers 5 and 6. The NheI/NotI-
cleaved PCR fragment was ligated into the NheI/NotI digested
backbone of plasmid pVAC.FLAGaNIP-TCRf to obtain the
plasmid pVAC.FLAGaCEA-TCRf. To aid cloning, a NotI site
was removed from pRRL-IRES-EGFP by digestion using NotI,
blunting and religation (pRRL-IRES-EGFPNotKO). The FLA-
GaCEA-TCRf coding sequence was PCR amplified from
plasmid pVAC.FLAGaCEA-TCRf with primers 7 and 8
(Table 1), digested with BglII and SalI and subcloned into the
BamHI/XhoI-digested backbone of the plasmid pRRL-IRES-
EGFPNotKO, obtaining the vector pRRL.FLAGaCEA-TCRf-
IRES-EGFP (called from now pRRL-CIR-IRES-EGFP). Lenti-
viral particles (ACEA-CIR-EGFP and EGFP) were produced by
cotransfection of 293T cells by calcium phosphate precipitation
as described previously [24].
Determination of vector titers
An ELISA directed against the p24 capsid protein was
performed for tittering the physical particles (PP). PP number
was in the range of 16107–16108 PP/ml in both lentiviral vector
preparations (ACEA-CIR-EGFP and EGFP). Biological titration
was performed as previously described [16]. The infective
particles (transducing units, TU/ml) were 46107 TU/ml for the
lentivirus ACEA-CIR-EGFP and 26107 TU/ml for the lentivirus
EGFP.
Genetic modification of human T cells
Exponentially growing Jurkat cells (16105) were incubated
overnight in 96-well plates with lentiviral stocks (aCEA-CIR-
EGFP or EGFP) at different multiplicities of infection (MOI),
ranging from 0.25 to 10 in a final volume of 200 ml of their
appropriate medium. The cells were washed and further cultured
for 48 h. Jurkat cells were transfected with the expression vector
pCEP4/aNIPCD3f [16], using Superfect (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) and selected in RCM with 400 mg/ml
hygromycin B (Invitrogen Life Technologies). Cells were
analyzed for expression of EGFP and CIR (aCEA or aNIP) by
FACS.
Flow cytometry
For phenotypic analysis cells were incubated with appropriate
dilutions of PE-conjugated mAbs or PE-conjugated isotype
negative control for 30 min at 4uC. The expression of
CEACAM5 (CEA) on HeLa, HeLaCEA, HT1080, MDA-MB-
231 and MKN45 cells was studied as previously described [25].
Cell-surface expression of amino-terminal FLAG-tagged CIR
(aCEA-CIR) was evaluated after incubation of cells with anti-
FLAG mAb followed by incubation with PE-conjugated goat
F(ab’)2 anti-mouse IgG. Cell-surface expression of a-NIP-CIR
was evaluated using a FITC-conjugated goat anti-serum to
mouse l-chain (Southern Biotechnology Associates, Birming-
ham, AL; USA). The relative amount of NIP bound to hapten-
modified HeLa cells (HeLaNIP) was estimated by indirect
immunofluorescence using saturating amounts of a purified
B1.8 scFv antibody fragment (LAV-17), anti-c-myc mAb and a
PE-conjugated goat F(ab’)2 fragment anti-mouse IgG. All
samples were analyzed using an EPICS XL flow cytometer
(Beckman Coulter).
T-cell activation and selection
Non-transduced Jurkat, JurkataCEA-CIR-EGFP or JurkatEGFP cells
(105/well) were incubated with plastic immobilized CEA (1 mg/
well) or anti-CD3 mAb (1 mg/well) in round-bottom 96-well plates
(BD Biosciences). For small-scale co-culture assays, CIR-positive
(JurkataCEA-CIR-EGFP or JurkataNIP-CIR), CIR-negative (Jurkat or
JurkatEGFP), or mixtures of both effector T cells (56104/well) were
incubated with different types of target cells, at various effector to
target ratios. The plates were incubated at 37uC in 5% CO2. After
Figure 7. Selection of CIR-activated T cells. JurkataCEA-CIR-EGFP
effector (E) cells and CIR-positive JurkataNIP-CIR competitor (C) cells at a
E:C mixing ratio 1:1000 were stimulated with CEA-positive target cells
for 16 hours and further sorted on the basis of EGFP and CD69
expression. After a period of cell expansion the activation/selection
cycle was repeated.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g007
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16 h or 40 h, cells were collected and the surface expression of
CD69 examined by FACS analysis. Supernatants were harvested
and assayed for IL-2 activity by ELISA.
For medium-scale co-cultures, CIR-positive (JurkataCEA-CIR-
EGFP or JurkataNIP-CIR), CIR-negative (Jurkat), or mixtures of both
effector (JurkataCEA-CIR-EGFP:Jurkat or JurkataCEA-CIR-EGFP:Jur-
kata
NIP-CIR
), T cells (36107) were incubated on HeLa or HeLaCEA
monolayers at a 1:1 ratio. After 16 h, cells were harvested with
EDTA (Sigma Biosciences), washed, and then Jurkat cells isolated
by density-gradient centrifugation. Viable cell counts were
determined by trypan blue exclusion. The resultant cells were
stained with PE-conjugated anti-CD69 mAb and EGFP+CD69+
populations further isolated by FACS using a FACSVantage cell
sorter (BD Biosciences)
Figure 8. Phenotypic and functional characterization of selected JurkataCEA-CIR-EGFP cells. (A) Comparative analysis of EGFP and cell
surface CIR expression of the initial (JurkataCEA-CIR-EGFP) and the selected (JurkataCEA-CIR-EGFP/2S) cell population after two rounds of activation/
selection on CEA-positive target cells. (B) Comparative analysis of CD69 expression by JurkataCEA-CIR-EGFP and JurkataCEA-CIR-EGFP/2S cell populations
after stimulation either with immobilized anti-CD3 mAb or target cells (E:T = 1:1; HeLa or HeLaCEA).
doi:10.1371/journal.pone.0007174.g008










aSequences of the various oligonucleotides applied for the construction of the vectors, and subsequent verification of vector sequences.
doi:10.1371/journal.pone.0007174.t001
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Molecular characterization
Total RNA was extracted from unselected and selected
JurkataCEA-CIR-EGFP cells with the RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen).
cDNA synthesis was performed with cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR (AMV) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).
The anti-CEA scFv was PCR amplified with primers 4 and 7, and
sequenced with primers 5 and 6 (Table 1).
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Animal models of human tumor angiogenesis would have multiple applications. However, they are extremely
difﬁcult to standardize. In this work, we tried to generate human tumor xenografts containing a human
vascular bed in immunodeﬁcient mice by subcutaneous co-implantation of matrigel-embedded human
endothelial cells (EC), human mesenchymal stem cells (MSC) as a source of mural cells and HT1080 human
ﬁbrosarcoma cells. Unfortunately, in this context human EC were rapidly substituted by their murine
counterparts, and by day 16 post-implantation human CD34 positive cells were hardly detectable in
intratumoral vessels. In an attempt to inhibit host EC colonization of human xenografts and promote human
EC grafting, we investigated the effect of radiation prior to implantation on the vascularization and growth of
tumor xenografts. Nude mice underwent either localized (implantation area) or sublethal whole-body
exposure to radiation. Localized radiation inhibited both human and murine neovascularization, and even the
tumor growth rate was remarkably decreased when compared to control unirradiated mice and sublethally
whole-body irradiated mice. Interestingly, numerous human vessels were detectable in sublethally irradiated
mice at day 30, with murine EC only overpassing human EC when spontaneous hematopoietic reconstitution
has taken place. This observation strongly suggests the implication of bone marrow-derived murine
endothelial precursors in tumor neovascularization. In summary, we have established a model of human
tumor neovascularization that is amenable to both the study of molecular aspects in the angiogenic process
and the evaluation of potential new antiangiogenic drugs.
© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction
Angiogenesis, the sprouting of new capillaries from pre-existing
blood vessels, plays a key role in tumor growth and spreading
(Carmeliet, 2005), and its inhibition is a promising strategy for cancer
treatment (Ferrara and Kerbel, 2005). The idea that tumors could be
starved to death by inhibiting their neovascularization was ﬁrst
proposed more than thirty years ago by Judah Folkman (Gimbrone et
al., 1972). Many antiangiogenic agents are now in clinical trials, and
themain strategies include: blocking growth factor activity; inhibiting
extracellular matrix (ECM) interactions; directly targeting endothelial
cells (EC); and upregulating endogenous inhibitors. The approval by
the FDA in 2004 of the anti-VEGF (vascular endothelial growth factor)
monoclonal antibody bevacizumab as a ﬁrst-line treatment for
metastatic colorectal cancer has provided a critical proof of principle
for this therapeutic approach (Ferrara et al., 2004).
Angiogenesis is a multistep process implying complex molecular
and cellular interactions that cannot be recapitulated in vitro. Because
of this, animal models are essential for the study of the angiogenic
process and validation of therapeutic targets. Unfortunately, the
promising results obtained in animal models have not always been
reproduced in humans (Sanz and Alvarez-Vallina, 2003), probably
due to the fact that they are not real models of human tumor
angiogenesis or they are not consistent enough (Norrby, 2006).
Primary tumor xenografts imply the transplantation of human
tumor tissue fragments containing the original vasculature (Morton
and Houghton, 2007). However, the fate of ECs embedded in these
implants has been scarcely studied. It was recently shown that human
renal cell and prostate carcinoma primary xenografts, established
from biopsy specimens, contained vessels lined mainly by human
endothelial cells one month after implantation in immunodeﬁcient
mice (Gray et al., 2004). In contrast, our group has demonstrated that
in colorectal cancer human endothelial cells are rapidly substituted by
their murine counterparts (nearly 50% by day 10 after implantation)
(Sanz et al., 2009).
Subcutaneous implantation of human tumor cells into immuno-
deﬁcient mice is one of the easiest approaches for investigating tumor
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growth and testing new therapeutic agents. However, the vascular
component of tumors in these experimentalmodels is provided by the
murine host, and many antiangiogenic therapies are species-speciﬁc.
For example, the FDA-approved anti-VEGF monoclonal antibody
bevacizumab does not bind mouse VEGF (Ferrara et al., 2004).
Conversely, durable and functional human blood vessels can be
engineered in immunodeﬁcient mice after co-implantation of primary
human ECs and human mesenchymal stem cells (MSC) (Nör et al.,
2001a,b; Skovseth et al., 2002; Enis et al., 2005; Koike et al., 2004;
Dong et al., 2007; Sanz et al., 2008) or spheroid-based EC
transplantation (Alajati et al., 2008). The neovessels engineered
under these conditions were found to be substantially similar to
native vessels at both molecular and cellular level (Sanz et al., 2008;
Au et al., 2008; Melero-Martin et al., 2007; Melero-Martin et al., 2008)
but they still lack the inﬂuence of the tumor context.
Here, we demonstrate that subcutaneous co-implantation of human
EC, MSC and tumor cells, embedded in Matrigel, into radiation-
conditioned immunodeﬁcient mice resulted in the creation of human
functional vascular networks inside tumors.
Material and methods
Cells and culture conditions
Human ﬁbrosarcoma cell line HT1080 (ATCC-CCL-121, Rockville,
MD, USA) was grown in DMEM supplemented with 10% FBS (Lonza,
Walkersville, MD, USA). Human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC), isolated from human umbilical cord veins by collagenase
treatment, were kindly provided by M. Feijóo (Hospital Universitario
de la Princesa, Madrid, Spain) and cultured in EGM-2 medium
containing 2% fetal bovine serum and endothelial cell growth
supplements (Lonza). Human mesenchymal stem cells (MSC)
obtained from bone marrow samples were kindly provided by J.L.
Vicario (Centro de Transfusión, Madrid, Spain). MSC were puriﬁed,
expanded and characterized as previously described (Sanz et al.,
2008). Cells were routinely screened for the absence of mycoplasm
contamination by PCR using the Mycoplasm Plus TM Primer Set
(Stratagene, Cedar Creek, TX, USA).
Lentiviral construction
A HIV-derived four-plasmid system was kindly provided by D.
Trono (Department of Microbiology and Molecular Medicine, Univer-
sity of Geneva, Switzerland). The transfer vector pRRL-Luc-IRES-EGFP
was constructed as previously described (Sanz et al., 2008). Lentiviral
particles were produced by cotransfection of 293T cells through
calcium phosphate precipitation (Compte et al., 2007).
Cell transduction
HUVEC passage 1 in normal growthmedia were infected overnight
with the lentivirus Luc-IRES-EGFP at a ﬁnal multiplicity of infection
(MOI) of 10. Efﬁciency of transduction, as assessed by ﬂow cytometric
analysis of EGFP expression, was ≥98%. Transgene expression in vitro
was monitored for more than 50 days. HUVECLucGFP were used in
passages 3–5.
Mice
Five-week-old female athymic nude mice (Hsd: athymic Nude/
Nude; Harlan Iberica, Barcelona, Spain) were used for Matrigel plug
implantation. All animals were maintained in a sterile environment.
Cages, bedding, food and water were autoclaved. Anesthesia was
induced by i.p. injection of a combination of ketamine (Ketolar®,
Pﬁzer, NewYork, NY, USA) and diazepam (Valium®, Roche, Nutley, NJ,
USA). All mice were handled in accordance with the guidelines of the
Hospital Universitario Puerta de Hierro Animal Care and Use
Committee, based on current Spanish animal-welfare laws (http://
www.boe.es/boe/dias/2007/11/08/pdfs/A45914-45920.pdf).
Animal irradiation
The general sublethal irradiation was performed with a Theraton
780 Co60-ray unit (AECL, Ottawa, Canada) delivering a dose of
400 cGy, 24 h before vascular implant inoculation. For the local
irradiation, unanaesthetized mice were immobilized over a polysty-
rene sheet and a 1.8 cm wide ventral area along the middle-ventral
region of mice, approximately 1 cm proximal to the base of the tail
was established. The rest of the mice body was protected with a 2 mm
layer of lead. Local irradiation was performed with an electron energy
of 4 MeV generated by a linear accelerator (SL18 LINAC, Elekta,
Stockholm, Sweden) delivering a 20 Gy total dose of irradiation at a
dose rate of 400 UM/min. The distance from electron source to the
target was of 100 cm. An 8 mm polystyrene solid water-equivalent
layer was placed over the mice to establish the 100% dose of
irradiation at the mice surface. The dose at 0.5 cm depth in mice
body was of 85%. Consequently, the output dose of irradiation by the
dorsal region of the mice body was around 0.5% of total dose. The
tumors were implanted in the pre-irradiated site 5 days after
irradiation.
Abdominal wall implants
HT1080 tumor cells (3×105), a mixture of HUVECLucGFP (3×105)
and MSC (7.5×104), or a mixture of HT1080 tumor cells (3×105),
HUVECLucGFP (3×105) and MSC (7.5×104) were suspended in 200 μl
of growth factor reduced basement membrane matrix (Matrigel, BD
Biosciences) and inoculated subcutaneously in the ventral area of
nude mice, as described (Sanz et al., 2008). All batches of Matrigel
were adjusted to 8 mg/ml by addition of PBS and supplemented with
heparin (128 U/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), human VEGF
(50 ng/ml) and human bFGF (150 ng/ml) (both from PeproTech,
London, UK). Tumor volumes were determined at various time-points
using the formula: width2× length×0.52.
In vivo bioluminescence imaging
Mice were imaged using the high-resolution charge-coupled-
device (CCD) cooled digital camera ORCA-2BT (Hamamatsu Photonics
France, Massy, France), andWasabi software (Hamamatsu Photonics).
D-luciferin potassium salt (Promega) was dissolved in PBS at a
concentration of 17.5 mg/ml. Animals were injected i.p. with 125 mg/
kg (150–200 μl) D-luciferin 10 min prior to imaging. Bioluminescence
imaging (BLI) was collected with 1 min integration time and
pseudocolor representations of light intensity were superimposed
over the grayscale reference image acquired at low light (exposure
time 20 ms). An average of 6 kinetic BLI acquisitions was collected
after substrate injection to conﬁrm a peak of photon emission. For
quantiﬁcation of the detected light, regions of interest were drawn
and the light emitted from each region was recorded by recording the
total number of photons per minute (total ﬂux) after background
subtraction.
Histology and immunohistochemical study
At different time-points after implantation (10, 16 and 21 days for
the ﬁrst group and 15, 20 and 30 days for the second group) mice
were sacriﬁced, and the tumors were removed, ﬁxed overnight in 10%
phosphate-buffered formalin (pH 7.0) for approximately 20 h,
dehydrated and parafﬁn-embedded. For tissue evaluation, parafﬁn
blocks were sectioned serially, deparafﬁnized and rehydrated through
xylenes and graded alcohol series and stained with hematoxylin and
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eosin according to standard protocols. For characterization by
immunohistochemical (IHC) analysis, antigen retrieval was achieved
by heat treatment in a pressure cooker for 4 min in 10 mM citrate
buffer (pH 6.0). Endogenous peroxidase activity was blocked with 3%
hydrogen peroxide in water for 5 min. Human ECs were visualized
with amousemAb anti-human CD34, clone QBEnd10 (Dako, Glostrup,
Denmark) using the Mouse on Mouse (M.O.M.™) peroxidase kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Standard avidin–biotin
complex peroxidase immunohistochemistry staining for mouse CD34
(clone MEC14.7, Immunotools, Friesoythe, Germany) was performed
on serial sections with Vectastain® ABC kit for rat IgG (Vector
Laboratories). As a chromogenic substrate, DAB (Vector Laboratories)
was used, followed by hematoxylin counterstaining.
Analysis of blood vessel density
Functional vessels were deﬁned as vessel structures containing
erythrocytes. Vascular morphogenesis was quantiﬁed by enumerating
the functional vessels in four randomly chosen ﬁelds per hematoxylin
and eosin stained section from 10 sections per mouse and expressing
the mean±SD obtained for each condition. The Mann–Whitney U-
test was used to compare HT1080 tumors and HT1080 tumor-vascular
implants. Two-sided tests were performed, and P values less than 0.05
were considered to be statistically signiﬁcant. Statistical analyses
were implemented by means of SPSS 14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
Four sections permouse stainedwith anti-human or anti-mouse CD34
mAbs were ﬁrst scanned at low magniﬁcation (50×) to identify
vascular “hot spots”. Areas of greatest vessel density were then
examined under higher magniﬁcation (200×) and counted (Vermeu-
len et al., 2002). Five high power ﬁelds (HPF) per section were
examined. Results were expressed as the mean number of micro-
vessels±SD per HPF. Brown-staining areas identiﬁed by the DAB
staining, whether single ECs or clusters of ECs, regardless of the
absence or presence of a lumen were counted as individual
microvessels.
Results
Establishment of human tumor xenografts with functional human
vascular networks
Recent studies showed that a network of human mature blood
vessels can be formed by co-implantation of primary human EC and
human MSC in immunodeﬁcient mice (Sanz et al., 2008; Au et al.,
2008; Melero-Martin et al., 2007, 2008). These vessels were found to
be functional, meaning that they were able to anastomose with pre-
existing mouse vessels. To determine if we can establish human
tumor xenografts containing human functional vessels, a mixture
(4:4:1) of HT1080 human ﬁbrosarcoma cells, genetically modiﬁed
HUVEC expressing luciferase (HUVECLucGFP) and human MSC (here-
after referred to as tumor-vascular implants) were embedded in
Matrigel and inoculated subcutaneously in the ventral area of athymic
nude mice. A mixture (4:1) of HUVECLucGFP and MSC (hereafter
referred to as control-vascular implants) was inoculated as a control.
For each mouse, serial BLI measurements were performed after
intraperitoneal injection of the luciferase substrate, D-luciferin,
starting at day 1 post-inoculation (Fig. 1). At this initial time point,
tumor-vascular implants exhibited higher luciferase activity than
control-vascular implants. Within the ﬁrst 7 days after implantation,
all mice showed a marked decline in light emission from their
Fig. 1. Non-invasive monitoring of tumor-vascular implants (Tumor-VI) and control-vascular implants (Control-VI) growth and progression. (a) Bioluminescence imaging (BLI) per
minute of a representative mouse (total, n=3 mice per group) 1, 10, 16, 21 and 26 days after implantation of vascular implants. (b) Tumor volume measurements of HT1080 cells
(2×106) injected s.c. into nudemice (n=4mice per group) with (HT1080 Tumor-VI) or without human ECs andMSCs (HT1080 Tumor). (c) Quantiﬁcation of BLI signal in Control-VI
and HT1080 Tumor-VI (n=4 mice per group). Mean values±SD are represented.
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implants (data not shown). By day 10 luciferase activity recovery was
evident in all implants (Fig. 1a). This temporal silencing of luciferase
activity and subsequent recovery can be related to the lapse of time
required for the establishment of an incipient vascular functional
network (Koike et al., 2004). Photon emission was higher in the
tumor-vascular implants than in the control-vascular implants till day
18 (Fig. 1c). From this moment tumor-vascular implants exhibited a
decline in the luminescence signal, and showed a clear polarization
pattern (Figs. 1a and c). Both processes might be attributed to a
dispersion effect due to increasing tumor volume, and/or to the
substitution of human EC by their murine counterparts. Interestingly,
tumor growth rates were unaffected by the presence of EC and MSC
(Fig. 1b).
Vasculature in the xenografts: species-speciﬁc vascular labeling
To assess whether the decrease of the luminescence correlated
with histological changes, tumor-vascular implants were removed at
different time-points after implantation (10, 16 and 21 days), stained
with hematoxylin–eosin and evaluated histologically. In all cases,
vessel-like structures containing erythrocytes lined by ECs are
detectable in tumor-vascular implants (data not shown). The origin
of the vasculature in the xenografts was determined by IHC analysis
using anti-human or anti-mouse CD34mAbs (Figs. 2a–d). The number
of vessels positive for each species-speciﬁc CD34 mAb was counted
(Sanz et al., 2009) in ﬁve ﬁelds per section and averaged. By day 10,
tumor-vascular implants exhibited 40–50% of vessels that expressed
primarily human CD34 (Fig. 2e). By day 16, the human vascular
component has been almost entirely substituted by the murine
vasculature, and by day 21, no staining could be detected with the
anti-human CD34 mAb (Fig. 2e and data not shown). Therefore, there
is a direct correlation between the decrease in the luminescence
signal and the replacement of human EC in the tumor xenograft
vascular network.
Effect of radiation on the vascularization and growth of tumor
xenografts
In the current study, we designed a number of experiments to
evaluate the potential of radiation to inhibit the host-derived
neovascularization of human tumor xenografts. In one model, the
area of inoculation was locally irradiated. It has been shown that the
Fig. 2. Histological evaluation of tumor-vascular implants. Immunohistochemical analysis was performed using anti-human CD34 mAb (a, b) or anti-mouse CD34 mAb
(c, d). Original magniﬁcation, ×200. Quantiﬁcation of temporal changes in human andmurine vessel density in HT1080 Tumor-VI (e) harvested 10, 16 or 21 days after implantation.
Five ﬁelds per section from four representative sections per mouse (n=4) were examined under original magniﬁcation ×200. Mean values±SD are represented.
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dose of irradiation used (20 Gy) is sufﬁcient to eliminate ECs in the
irradiated tissue prior to tumor transplantation and hence abrogate
local angiogenesis (Udagawa et al., 2007). In the second model, mice
were sublethally, whole-body irradiated. Tumor volumes were
measured over time and luciferase activity was monitored by BLI
(Fig. 3 and data not shown).
The growth kinetics showed that tumors grew signiﬁcantly slower
in pre-irradiated tissues (Fig. 3a), as reported by others (Milas et al.,
1986; Rofstad et al., 2005). Furthermore, HT1080 tumors and HT1080
tumor-vascular implants grown in pre-irradiated tissues showed a
very low number of functional blood vessels (considered as those
ﬁlled with erythrocytes) (Figs. 3b and c). The differences between the
locally irradiated group and the sublethally irradiated group or the
unirradiated group were statistically signiﬁcant (p≤0.001), both in
HT1080 tumor-bearing mice (Fig. 3b) and in HT1080 tumor-vascular
implant-bearing mice (Fig. 3c). However, sublethal whole-body
irradiation has opposite effects on both groups by day 30 after
implantation. In mice bearing HT1080 tumors (Fig. 3b) sublethal
irradiation decreased intratumoral vessel density compared to control
unirradiated group (p=0.014). On the contrary, in mice bearing
HT1080 tumor-vascular implants (Fig. 3c) sublethal irradiation
increased intratumoral vessel density compared to control unirradi-
ated group (p=0.004). Interestingly, tumor growth and lumines-
cence were higher in sublethally irradiated mice than in control
unirradiated mice (Figs. 3a and 4). In the ﬁrst two weeks after
implantation, sublethally irradiated mice showed a progressive
increase in light emission from their tumor-vascular implants
(Fig. 4). From this moment luciferase activity started to decrease
although photon emission was signiﬁcantly higher in sublethally
irradiated mice than in control unirradiated mice even by day 30
(Fig. 4).
As the local pre-irradiation of the tumor implantation sites leads to
a dramatic affection of the tumor microenvironment, which causes a
very low number of vessels and slow growth of the tumors, this model
is inappropriate for the establishment of a vascular network.
Therefore, the sublethally irradiated mouse was chosen as a more
appropriate model for a more exhaustive analysis.
To further examine the effect of radiation on the nature of
vasculature in tumor xenografts, implant sections from control
unirradiated mice and sublethally irradiated mice were stained with
anti-human or anti-mouse CD34 mAbs. Whereas in control mice
human ECs were almost entirely replaced at day 20 by their murine
counterparts (Figs. 5a and i), in sublethally irradiated mice tumors


















































































































Fig. 3. (a) Effect of local or general sublethal irradiation on tumor-vascular implant growth rate (total, n=3mice per group). Temporal changes in functional vessel density (mean±
SD of four randomly chosen ﬁelds from 10 different sections per mouse) in HT1080 Tumor (b) and HT1080 Tumor-VI (c) harvested 20 or 30 days after implantation, in local or
sublethally irradiated mice and in control unirradiated mice (total, n=3 mice per group).
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blood vessels (Figs. 5c and d). Host-derived vessels (50% of the
vasculature) were mainly located at the periphery (Fig. 5g), whereas
human vessels were distributed rather uniformly throughout the
viable tumor areas (Fig. 5c). From this moment murine vessels
progressively colonize the xenograft (Fig. 5e). Importantly, tumor-
vascular implants presented a signiﬁcant number of blood vessels
(30% of the vasculature) of human origin by day 30 (Figs. 5d and i).
Discussion
Here, we show that co-implantation of human ﬁbrosarcoma
HT1080 cells with human primary ECs and human bone marrow-
derived MSC into immunodeﬁcient mice resulted in the formation of
human tumor xenografts with functional human vascular networks.
The presence of human EC-lined lumens containing erythrocytes
throughout the human tumor xenografts indicated the vasculogenic
potential of ECs and MSCs and the formation of functional anasto-
moses with the host circulatory system. It has recently been shown
that human microvessels can be engineered in immunodeﬁcient mice
by the implantation of human primary EC and human MSC seeded on
Matrigel. (Sanz et al., 2008; Au et al., 2008; Melero-Martin et al., 2007,
2008). The vessels were stable and functional for more than three
months in vivo and were found to be substantially similar to native
vessels at both molecular and cellular level (Sanz et al., 2008).
However, we have assessed that in primary xenografts the human
vasculature was rapidly replaced for murine neovessels that end up
colonizing the tumor completely. Murine vasculature can arise by
proliferation and migration of EC from nearby blood vessels
(angiogenesis) or from colonization by circulating endothelial cells
and other precursors primarily derived from the bone marrow
(vasculogenesis).
In a seminal work Nör et al. (Nör et al., 2001a,b) showed that
cotransplantation of human microvascular endothelial cells over-
expressing Bcl-2 and human tumor cells into SCID mice signiﬁcantly
enhanced both the growth of tumors and intratumoral microvascular
density. Up-regulation of Bcl-2 expression in tumormicrovascular ECs
enhanced EC survival and, thus, increased availability of oxygen and
nutrients for tumor cells. Moreover, the presence of EC-Bcl-2 in
primary tumors signiﬁcantly enhanced tumor cell metastasis, directly
correlated with increased tumor angiogenesis and independently of
primary tumor size. However, human EC genetically modiﬁed to
overexpress Bcl-2 may not constitute an accurate correlate of tumor
angiogenesis. In our model, the increase of both EC survival and
microvascular density is achieved in a more physiological context
through the incorporation of MSCs as a source of mural cells that are
pivotal for EC maintenance and maturation (Sanz et al., 2008).
In an attempt to delay the colonization of tumor xenografts by
murine vessels, mice were irradiated locally or sublethally (whole-
body), without hematopoietic cell transplantation. Radiation is well
known to cause damage to Ecs (Budach et al., 1993; Dimitrievich et al.,
1984) and to inhibit local sprouting (Shinohara et al., 2005; Sholley et
al., 1984). In fact, it has been suggested that vessels in tumors
implanted in pre-irradiated tissues can only arise from vasculogenesis
(Ahn and Brown, 2008). In our model tumor-vascular implants
inoculated in locally pre-irradiated tissues grew very slowly and
presented an extremely low number of vessels, making it inappro-
priate for the study of human tumor vasculature. This delay may be
due to the fact that local irradiation hampers the connection of in situ
formed human blood vessels to the host circulatory system and
hindered the arrival of murine precursors. The ﬁnding that bone
marrow-derived endothelial progenitors may participate in neovas-
cularization suggests that radiation could potentially inhibit angio-
genesis by suppressing the recruitment of bone marrow-derived
endothelial progenitors (Udagawa et al., 2007). In fact, we demon-
strate in this work that when tumor-vascular implants are inoculated
in whole-body, sublethally irradiated mice the network of human
Fig. 4. Effect of sublethal irradiation on BLI signal in mice bearing tumor-vascular implants. (a) BLI of a representative mouse (total, n=3 mice per group) 7, 10, 15, 20 and 30 days
after implantation of HT1080 cells with (Tumor-VI) or without human ECs and MSCs (Tumor). (b) Quantiﬁcation of BLI signal in control unirradiated mice and in sublethally
irradiated mice bearing Tumor-VI. Mean values±SD are represented.
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blood vessels was stable for at least four weeks. Host-derived vessels
were mainly located on the periphery of tumor nodules, whereas
human EC-lined blood vessels were distributed rather uniformly
throughout the viable tumor areas. In this model, spontaneous
hematopoietic reconstitution after irradiation (Charrier et al., 2004)
is associated with the onset of tumor colonization by murine vessels
(it takes 28–38 days to recover pre-irradiation platelet and neutrophil
numbers). This suggests that circulating cells derived from the bone
marrow play a crucial role in the neovascularization and growth of
tumor xenografts in nude mice. In the absence of colonization by
circulating cells, the intratumoral human vascular bed is well
preserved.
The notable differences between our in vivo model of quiescent
vasculature in Matrigel plugs (Sanz et al., 2008) and this in vivomodel
of human tumor vasculature could be due to the nature and structure
of tumor blood vessels. Unlike normal blood vessels, tumor vessels are
structurally and functionally aberrant (Jain, 2001). Different factors
contribute to the formation of tortuous, dilated and sacular blood
vessels that are poorly organized and hyperpermeable. It is possible
that in a scenario like this the contribution of co-implanted human
MSC as a source of mural cells, to stabilize nascent capillary vessels is
negligible.
In conclusion, we have developed a model of human tumor
vasculature that can be of great utility to study basic aspects of tumor
vascularization, evaluate the efﬁcacyof potential newdrugs and identify
new targets within the angiogenic process using non-invasively and
quantitatively in vivo bioluminescent imaging.
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“Y luego, cuando ante tí se abran muchos caminos y no sepas cuál recorrer, no te 
metas en uno cualquiera al azar: siéntate y aguarda. Respira con la confiada 
profundidad con que respiraste el día en que viniste al mundo, sin permitir que nada te 
distraiga: aguarda y aguarda más aún. Quédate quieta, en silencio, y escucha a tu 
corazón. Y cuando te hable, levántate y ve donde él te lleve.” 
 















No nos damos cuenta de lo importante que es la luz hasta que nos vemos 
sumidos en la más profunda oscuridad. 
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